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A  Adrenalina 
AA                     Ácido ascórbico 
AC  Adenilato ciclasa 
ACh                   Acetilcolina 
ADN  Ácido desoxirribonucleico 
ADNc  Ácido desoxirribonucleico complementario 
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Adrb3  Gen para el AR β3 en roedores 
ADV  Capa adventicia 
Akt  Proteína cinasa B 
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AMR  Arterias mesentéricas de resistencia 
Ang II                Angiotensina II 
AR  Adrenoceptor o Receptor Adrenérgico 
ARN  Ácido ribonucleico 
ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 
ATP  Adenosin  trifosfato 
BMY                  BMY 7378 
BH4  Tetrahidrobiopterina 
BSA  Albúmina sérica bovina (del inglés: bovine serum albumin) 
Ca+2  Calcio 
CaM  Calmodulina 
CaMKII             Cinasa II de la calmodulina 
CCR  Curva concentración-respuesta 
CE  Célula endotelial 
CLM  Cadena ligera de miosina 
CML  Célula muscular lisa 
Cols.  Colaboradores 
Ct                      Threshold cycle 
DAG  Diacilglicerol 
DEPC  Dietil pirocarbonato 
DMD                 Distrofia muscular de Duchenne 
DMSO  Dimetil sulfóxido  
E (+)  Con Endotelio 
E (-)                   Sin Endotelio 
EDHF  Factor hiperpolarizante derivado del endotelio 
EDRF  Factor relajante derivado del endotelio (NO) 
e.e.m.  Error estándar de la media 
EGTA                Ácido ethilen-bis(2-aminoethilen)tetraacetico  
Emax  Efecto máximo 
eNOS  Enzima óxido nítrico sintasa endotelial 
ERK Cinasa de respuesta exógena (del inglés: extracellular signal-related 
kinase) 
FAD  Flavin adenina dinucleótido 
FCLM  Fosfatasa de la cadena ligera de miosina 
FE                      Fenilefrina 
FMN  Flavin mononúcleotido 
GAPDH  Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 
Gapdh  Gen para el GAPDH en roedores 
GC  Guanilato ciclasa 
GCs  Guanilato ciclasa soluble 
GDP                   Difosfato de guanosina 
Gi  Proteína G inhibidora 
GMPc  Guanosin monofosfato cíclico  
GPCR  Receptor acoplado a proteína G (del inglés: G protein-coupled receptor) 
GRK  Proteína cinasa de los receptores acoplados a proteína G 
Gs  Proteína G estimuladora 
GTP                   Trifosfato de guanosina 
HEPES               Acido 2-[4-(2-hidroxietilpiperazin-l-il)] 
5-HT                  5-Hidroxitriptamina 
HTA                   Hipertensión arterial 
H2O2                     Peróxido de hidrógeno 
IC                       Insuficiencia cardíaca 
IECA                  Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina 
IMC                   Índice de masa corporal 
iNOS  Enzima óxido nítrico sintasa inducible 
IP3  Inositol trifosfato 
IP3R                   Receptor de IP3 
KCl  Cloruro Potásio 
KCLM  Cinasa de la cadena ligera de miosina  
λ  Longitud de onda 
LE  Lámina elástica 
LEE  Lámina elástica externa 
LEI  Lámina elástica interna 
L-NAME NG-nitro-L-arginina metil éster  
L-NMMA NG-mono-metil-L-arginina 
MAPK Proteína cinasa activada por mitógeno (del  inglés: mitogen-activated 
protein kinase) 
Mg2+                  Magnesio 
5MeU              5-Metil-Urapidil 
NA  Noradrenalina 
NADPH Nicotinamida-adenina dinucleótido fosfato reducido 
7-NI                   7-nitroindazol 
nNOS  Enzima óxido nítrico sintasa neuronal 
NO  Óxido nítrico (del inglés: nitric oxide) 
NOS  Enzima óxido nítrico sintasa 
Nos1                 Gen para la enzima nNOS en roedores 
Nos2                 Gen para la enzima de iNOS en roedores  
Nos3  Gen para la enzima eNOS en roedores 
O2  Oxígeno 
O2●-                        Aniones superóxido 
PA                     Presión arterial 
PAD                  Presión arterial diastólica  
PAS                   Presión arterial sistólica 
PBS  Tampón fosfato salino (del inglés: phosphate buffered saline) 
PBS-T  PBS + Tween 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés: polimerase chain 
reaction) 
pEC50  Logaritmo negativo (-log) de la concentración molar del agonista 
necesaria para producir el 50% del Emax 
PI3K  Fosfatidil inositol-3 cinasa 
PIP2                  fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 
PKA  Proteína cinasa A (o proteína cinasa dependiente de AMPc) 
pKB  Logaritmo negativo (-log) de la constante de afinidad del antagonista 
PKC  Proteína cinasa C  
PKG  Proteína cinasa G (o proteína cinasa dependiente de GMPc) 
PLCβ  Fosfolipasa C 
PM                    Peso molecular 
RhoA                Proteina Rho cinasa 
RhoEF               Receptor de la Proteina Rho cinasa 
ROS  Especies reactivas de oxígeno  
RS  Retículo sarcoplásmico 
RT Transcripción reversa o retrotranscripción (del inglés: reverse 
transcription) 
SDS Dodecil sulfato de sodio 
SHR Rata espontáneamente hipertensa (del inglés: spontaneously 
hypertensive rat) 
SMTC                S-metil-L-thiocitrulline 
SNS  Sistema nervoso simpático 
Tª  Temperatura 
TM  Dominio transmembrana 
TRIM                 1-[2-(Trifluoromethyl) phenyl] imidazol 
VEGF                 Factor de crecimiento endotelial vascular 
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1.-Endotelio vascular y óxido nítrico  
 El endotelio vascular juega un papel importantísimo en la regulación, 
mantenimiento y control de la función cardiocirculatoria, a través de la producción y 
liberación de múltiples sustancias.  Las células endoteliales (CE) poseen numerosos 
receptores para distintos componentes vasoactivos, como las catecolaminas. Desde 
principios de los años 80, el óxido nítrico (NO) es considerado una molécula esencial 
derivada del endotelio, que es crucial para el mantenimiento de la homeostasis 
cardiovascular (Furchgott y Zawadzki, 1980). La liberación de NO contribuye a los 
efectos vasodilatadores de las catecolaminas circulantes en lechos vasculares. Más 
tarde, se hizo evidente que una disminución en la biodisponibilidad de NO participa 
en varios trastornos cardiovasculares tales como aterosclerosis (Napoli y cols., 2006) e 
Hipertensión arterial (HTA) (Hermann y cols., 2006). 
1.1.-Estructura de los vasos sanguíneos 
La pared de los vasos sanguíneos está constituida fundamentalmente por tres 
capas o túnicas concéntricas: una interna o íntima, una central o media y una más 
externa denominada adventicia. 
La túnica íntima es la capa interna del vaso que se encuentra en contacto directo 
con la sangre circulante. Está formada por una monocapa de CE planas altamente 
especializadas que se denomina endotelio. La capa de CE descansa sobre una lámina 
basal rica en colágeno, elastina, fibronectina, laminina y proteoglicanos (Sumpio y cols., 
2002). A su vez la lámina basal descansa sobre una lámina elástica interna (LEI) muy fina 
y fenestrada (Briones y cols., 2003) que separa la túnica íntima de la túnica media. 
El endotelio vascular participa en muchos procesos metabólicos y funcionales, 
incluyendo la regulación de la homeostasis, el tono vascular, la respuesta inflamatoria, 
la coagulación, la angiogénesis, la defensa inmune, la producción de factores de 
crecimiento y la formación de la matriz extracelular (Sumpio y cols., 2002; Féletou y 
cols., 2011; Garland y Weston, 2011; Szabó y Papapetropoulos, 2011).  
La túnica media es la capa intermedia más gruesa del vaso sanguíneo. Está 





capas concéntricas, reforzadas por capas de tejido elástico que forman la lámina elástica 
(LE). Las CML están embebidas en una matriz extracelular rica en elastina y colágeno, 
tienen un único núcleo central, son fusiformes y dispuestas circular o helicoidalmente 
alrededor de la luz del vaso.  
La túnica media, además de servir como soporte muscular de la pared vascular, 
es la encargada de la actividad vasomotora, de forma que la contracción o relajación de 
las CML afecta al diámetro interno del vaso. El aparato contráctil se encuentra en el 
interior de las CML y está formado por filamentos finos de actina y gruesos de miosina. 
Asimismo, las CML mantienen contacto con las CE a través de las fenestras de la LEI. 
La túnica adventicia (ADV) es la capa más alejada de la luz del vaso y rodea la 
túnica media, de la cual está separada a través de una membrana llamada lámina 
elástica externa (LEE). La ADV está formada por diferentes tipos de células (como 
fibroblastos, macrófagos, mastocitos y adipocitos) y por tejido conectivo (colágeno y 
elastina). A través de la ADV circulan una red de vasos de calibre muy pequeño 
denominados vasa vasorum (que irrigan de manera profunda los vasos de grueso 
calibre) y penetran las fibras nerviosas que inervan las arterias y arteriolas (Hirst y 
Edwards, 1989).  
Tradicionalmente se ha considerado que la función principal de la ADV era 
ejercer de soporte estructural de los vasos sanguíneos. No obstante, hoy en día se piensa 
que puede jugar un papel importante en la regulación del tono vascular y en la patogenia 
de algunas enfermedades cardiovasculares como la arterioesclerosis (Gutterman, 1999) 





A pesar de que esta disposición en tres túnicas sea común a todos los vasos 
sanguíneos, existen diferencias dependiendo del tipo de vaso (arterias, venas y vasos 
linfáticos), pudiendo variar, entre otros parámetros, la proporción y el grosor de cada 
túnica o el grado de inervación de los tejidos (Hirst y Edwards, 1989). (Imagen 1) 
 
 
Imagen 1. Estructura de los vasos sanguíneos 
 
 
1.2.-Biosíntesis del NO  
El NO es un radical libre generado exclusivamente por una familia de enzimas 
denominadas sintasas de óxido nítrico (NOS). Han sido descritas tres isoformas de esta 
enzima: neuronal (nNOS o NOS I), inducible (iNOS o NOS II) y endotelial (eNOS o NOS 
III), que son altamente homólogas en su estructura. La NOS existe como 
monómero/dímero, siendo la forma activa de la enzima el dímero. Cada monómero 
contiene dos dominios funcionales, un dominio oxigenasa amino-terminal (N-terminal) 
y otro dominio reductasa carboxi-terminal (C-terminal). El dominio oxigenasa contiene 
los sitios de unión para el sustrato L-arginina, la tetrahidrobiopterina (BH4) y el grupo 
hemo tipo citocromo P450. Por el contrario, el dominio reductasa contiene sitios de unión 
para distintas flavinas como la mononucleótido de flavina-adenina y el dinucleótido de 
flavina-adenina (FMN y FAD respectivamente) y la nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato reducido (NADPH). También posee un sitio de unión a la proteína reguladora 
calmodulina (CaM), que permite la unión de la proteína a la enzima NOS para así llevar 
TÚNICA ADVENTICIA (ADV)












a cabo su actividad (Li y Poulos, 2005; Förstermann y Sessa, 2012; Feng y cols., 2014; 
Costa y cols., 2016).  
En la Tabla 1 se resumen las principales características de las tres isoformas de 
NOS. El NO es sintetizado por tres isoformas de la enzima NOS:  neuronal (nNOS o NOS 
I), inducible (iNOS o NOS II) y endotelial (eNOS o NOS III). La eNOS y la nNOS se expresan 
de forma constitutiva en condiciones fisiológicas y su activación es dependiente del 
calcio. La eNOS se encuentra principalmente en CE, aunque también se encuentra en 
cardiomiocitos y células mesanginales renales (Sears y cols., 2004). La nNOS se expresa 
predominantemente en neuronas, pero también en músculo liso vascular, cardiaco y 
esquelético, así como en el endotelio (Sears y cols., 2004). La iNOS es una isoforma de 
la enzima inducible que es activada en condiciones patológicas como por ejemplo por 
agentes inflamatorios, como las citocinas (Sase y Michael, 1997; Liu y Huang, 2008). Se 
encuentra principalmente en macrófagos, células del músculo liso y endoteliales de 
vasos sanguíneos y su activación es independiente del calcio. La iNOS produce NO a un 
ritmo mucho mayor que las otras isoformas de NOS pudiendo causar una excesiva 
vasodilatación (Shah, 2000).  
Se conoce la localización subcelular de las distintas isoformas de NOS; nNOS se 
encuentra en forma soluble en el citosol de las células. El gen nNOS codifica el dominio 
PDZ en el exón 2, necesario para la asociación con la membrana del retículo 
sarcoplásmico, donde se encuentra predominantemente localizada (Brenman y cols., 
1996; Silvagno y cols., 1996). En CE, la eNOS está localizada en las caveolas de la 
membrana, gracias a la palmitoilación o miristoilación del extremo N terminal (Sase y 
Michel, 1997; Alderton y cols., 2001). La isoforma endotelial (eNOS) requiere estar 
doblemente acilada para poder dirigirse a la caveola de la membrana plasmática e 
interaccionar con la caveolina (caveolina-1 en CE y caveolina-3 en cardiomiocitos) (Feron 








Tabla 1: Características de las isoformas de NOS (Liu y Huang 2008). 
 
 
NOS I ó nNOS NOS II ó iNOS NOS III ó eNOS 
Localización 
cromosómica humana 
12q24.2-12q24.3 17cen-q11.2 7q35-7q36 
Estructura génica 









161 kDa 131 kDa 133 kDa 
Tejido preferencial de 
expresión 
Neuronas Macrófagos Células endoteliales 
Otros tejidos donde se 
expresa 
Músculo liso,  
Músculo esquelético 
Músculo liso,  
Hígado 
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1.3.-Mecanismo de acción del NO en la regulación del tono vascular 
El endotelio se considera como un órgano fundamental en la integridad y el 
mantenimiento del tono vascular. El NO liberado por el endotelio está implicado en 
muchas funciones cardiovasculares como la regulación de la presión arterial sistémica 
(PAS) (Liu y Huang, 2008). 
Está bien establecido que eNOS es la isoforma principal de la óxido nítrico sintasa 
(NOS) presente en el endotelio y la principal fuente de NO, que desempeña un papel 
importante en la regulación de la PAS y el flujo sanguíneo regional (Moncada y cols., 
1991; Li y cols., 2015). En el sistema vascular, el NO se libera en condiciones basales y/o 
en respuesta a varios estímulos. Tanto los agonistas que movilizan el Ca2+ como los 
cambios en la presión arterial son capaces de liberar NO de las CE (Liu y Huang, 2008). 





bradiquinina (Gosink y Forsberg, 1993), sustancia P, ADP (adenosin difosfato), estradiol 
(Goetz y cols., 1999), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 
(Papapetropoulos y cols., 1997) o los agonistas de los receptores activados por 
proliferadores de peroxisomas (PPARγ) (Balakumar y Kathuria, 2012). La mayoría de los 
agonistas regulan la actividad de eNOS a través de un aumento del Ca2+ intracelular en 
el endotelio, que produce un aumento del complejo Ca2+/CaM y la síntesis de NO a partir 
de L-arginina.  
El NO sintetizado en la CE atraviesa la membrana celular y difunde a las CML 
donde activa la guanilato ciclasa soluble (GCs), incrementando los niveles intracelulares 
de guanosin monofosfato cíclico (GMPc) (vía NO/GCs/GMPc) (Ignarro y Kadowitz, 1985; 
Lincoln, 1989). El incremento de GMPc produce relajación en las CML por diferentes 
mecanismos, entre los que podemos señalar la inhibición de la entrada de Ca2+ a través 
de los canales asociados a receptor (Imagen 2 (i)) y la estimulación de la ATPasa de Ca2+ 
dependiente de Mg2+ de la membrana (Imagen 2 (ii)); además, el GMPc activa la proteína 
cinasa dependiente de GMPc (PKG) que fosforila la KCLM. La fosforilación de KCLM 
disminuye su afinidad por el complejo Ca2+-CaM, lo cual reduce la fosforilación de la CLM 
y la contracción del músculo (Hathaway y cols., 1985; Welch y Loscalzo, 1994). La 
activación de la PKG puede también producir la fosforilación de los transportadores de 
Ca2+, acomplejando el Ca2+ intracelular, lo que facilita la relajación del músculo liso 






Imagen 2. Mecanismo de relajación mediado por el NO. 
En la CE, la activación de la eNOS en respuesta a varios estímulos, da lugar a la síntesis 
de NO y L-citrulina a partir de L-arginina. El NO atraviesa la membrana celular y difunde 
a la CML donde activa la GCs, incrementando los niveles intracelulares de GMPc. El 
incremento de GMPc produce relajación en la CML por diferentes mecanismos: (i); (ii); 
(iii). 
AKT: proteína cinasa B; Ca2+: calcio; CaM: calmodulina; CE: célula endotelial; CLM: 
cadena ligera de miosina; CML: célula del musculo liso; GCs: guanilato ciclasa soluble;  





1.4.-Papel de nNOS en la homeostasis vascular  
 Como se ha comentado en el apartado anterior, la eNOS es la isoforma principal 
presente en el endotelio vascular. Sin embargo, estudios recientes ponen en evidencia 
que la isoforma neuronal de NOS (nNOS) tiene un papel fisiológicamente relevante en 
el control del sistema cardiovascular.  
Hay varios trabajos que implican la participación de nNOS en el flujo sanguíneo 
cerebral (Pelligrino y cols., 1993). Además, se ha visto que la administración 
intraperitoneal del inhibidor selectivo de la nNOS, el 7-nitroindazol (7-NI), produce una 
disminución del flujo sanguíneo cerebral en ratas (Montécot y cols., 1997; Gotoh y cols., 
2001) y en gatos (Hayashi y cols., 2002). 
Aparte del flujo cerebral, se ha sugerido que el NO derivado de nNOS regula la 
circulación renal. En presencia del inhibidor selectivo de nNOS, la S-metil-L-tiocitrulina 
(SMTC), la respuesta vasoconstrictora de la angiotensina II esta aumentada en arteriola 
eferente de rata (Ichihara y cols., 1998). Además, en otro estudio realizado en ratones 
nNOS -/- se observó una disminución en el flujo sanguíneo medular en respuesta a la 
angiotensina II (Mattson y Meister, 2005), o en el tono vascular glomerular (Vallon y 
cols., 2001). 
La nNOS también está presente en CE y del músculo liso a lo largo del sistema 
vascular (Boulanger y cols., 1998; Brophy y cols., 2000; Bachetti y cols., 2004; Seddon y 
cols., 2008) y desempeña un papel relevante en la modulación del tono contráctil 
(Fleming, 2003; Capettini y cols., 2008) y la presión arterial (Kurihara y cols., 1998). En 
arteria pial de ratones eNOS -/-, la acetilcolina indujo una vasodilatación a través de la 
vía nNOS/GCs/GMPc (Meng y cols., 1996; 1998). Otro trabajo confirmó la presencia de 
nNOS en el endotelio de las arterias coronarias en ratones eNOS-/-. Este trabajo también 
mostró que la tensión de cizallamiento entre CE de las arterias coronarias produce la 
activación de nNOS endotelial y la liberación de NO como mecanismo de defensa para 
compensar la ausencia de NO derivado de eNOS (Huang y cols., 2002). En otro estudio 
más reciente, se demostró la expresión constitutiva de nNOS en el endotelio de la aorta 
y de la arteria mesentérica de resistencia de ratón (Silva y cols., 2016). En arterias 





disminución de la relajación inducida por el estrógeno. Además, el estrógeno aumenta 
rápidamente la actividad nNOS y por tanto, la producción de NO a partir de nNOS 
endotelial en vena umbilical humana (Lekontseva y cols., 2011). Un año más tarde, el 
mismo grupo de investigación demostró que nNOS contribuye a la relajación vascular 
mediada por estrógenos en arteria mesentérica en ratas jóvenes, pero no en ratas 
hembras ovariectomizadas o de edad avanzada. En el grupo de animales 
ovariectomizados o de edad avanzada la funcionalidad de nNOS se convirtió en una 
fuente de aniones superóxido (O2●-) (Lekontseva y cols., 2012).  
Corroborando las evidencias anteriores, la liberación de NO a partir de nNOS 
también parece ser importante en el control del tono vascular en humanos. Se ha 
encontrado expresión de nNOS en aorta humana, carótida, radial y la arteria mamaria 
(Buchwalow y cols., 2002), vena safena (Webb y cols., 2006), y las CE de los capilares del 
pulmón (Lührs y cols., 2002).  La primera evidencia de la función reguladora vascular de 
nNOS en humanos, se encontró en niños que sufren de distrofia muscular de Duchenne. 
Se demostró que el NO derivado de nNOS presente en el músculo esquelético modula 
el flujo sanguíneo y el transporte de oxígeno. La expresión de nNOS se reduce en niños 
con distrofia muscular de Duchenne, dando como resultado una respuesta 
vasoconstrictora aumentada (Sander y cols., 2000).  
Estudios más recientes demostraron in vivo la relación entre nNOS y la regulación 
del flujo sanguíneo en humanos (Seddon y cols., 2008). La inhibición selectiva de nNOS 
con SMTC en hombres sanos promovió una reducción en el flujo de la arteria braquial. 
Este efecto fué eliminado en presencia de L-arginina. Además, una reducción similar se 
observó con un inhibidor no selectivo de la NOS (L-NMMA). Este estudio sugiere que el 
NO derivado de nNOS tiene un papel importante en la regulación fisiológica del tono 
microvascular (Seddon y cols., 2008). Más tarde el mismo grupo investigó los efectos in 
vivo de SMTC en pacientes con dilatación coronaria. Tras la infusión de SMTC en 
pacientes sanos se produjo una reducción del flujo sanguíneo coronario y una 
disminución del diámetro de la arteria coronaria. Con lo que concluyeron que el NO 
derivado de nNOS es un regulador fisiológico fundamental del tono vascular coronario 





Otros trabajos sugieren que el NO producido por la nNOS ejerce un papel de 
mediador en la regulación del tono vascular, asumiendo que el NO es el vasodilatador 
fisiológico resultante de la activación de nNOS (Capettini y cols., 2008; 2010). Por 
ejemplo, la inhibición selectiva de nNOS provocó una disminución en la respuesta 
relajante dependiente del endotelio en arteria mesentérica de ratones hipertensos 
(modelo DOCA-salt hypertensive) (Silva y cols., 2016). 
2.-Adrenoceptores (AR) 
Los adrenoceptores (AR) pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a 
la proteína G (GPCR, G Protein Coupled Receptors), y presentan en su estructura siete 
dominios transmembrana (7TM) que se disponen en la membrana celular atravesándola 
siete veces (Lefkowitz, 2004). Su importancia y relevancia en la práctica clínica actual se 
reflejan en la gran cantidad de fármacos que tienen como diana estos receptores.  
Los AR se encargan de trasmitir la señal de las catecolaminas, tanto de la 
adrenalina (A) circulante en sangre, como de la noradrenalina (NA) procedente de las 
terminaciones nerviosas; y por ello están directamente implicados en diferentes 
procesos fisiológicos. A nivel cardiovascular, ambas catecolaminas juegan un papel 
importante en el control de la presión arterial, la frecuencia cardiaca o la fuerza de 
contracción cardiaca. 
Los AR están subdivididos en tres subfamilias: α1, α2 y β según su estructura, 
farmacología y mecanismos de señalización (Hieble y cols., 1995). A su vez los AR α1 se 
subdividen en AR α1A, α1B y α1D; los AR α2 se subdividen en AR α2A, α2B y α2C, mientras 
que entre los AR β se encuentran los subtipos en AR β1, β2 y β3 (Giovannoni y cols., 2008) 
(Imagen 3). En la presente tesis nos centraremos en los AR α1 y β que son reguladores 
clave de la homeostasis cardiovascular, ya que cambios en la expresión o funcionalidad 
de estos receptores se relacionan con patologías como la hipertensión arterial (HTA) o 















Imagen 3: Clasificación de los AR 
 
2.1.-Distribución y papel fisiológico de los AR a nivel cardiovascular  
2.1.1.-AR 1  
En la actualidad está clara la contribución de los tres subtipos de AR 1 en el 
control de la presión arterial, su implicación en los cambios a largo plazo en la morfología 
y función cardíaca y probablemente en el remodelado vascular, por lo que se encuentran 
estrechamente relacionados con patologías cardiovasculares como la HT o la IC (Hague 
y cols., 2003; Philipp y Hein, 2004). 
En vasos, los AR  juegan un papel importante en la regulación de la 
contractilidad del músculo liso vascular mientras que los AR β regulan la relajación de 
los vasos. En el músculo liso vascular de las arterias, los AR 1 se localizan cerca de las 
terminaciones nerviosas donde son activados por la NA liberada, mientras que los AR 2 
se localizan en zonas extrasinápticas donde son activados por la A circulante (Guimaraes 
y Moura, 2001).  En venas se ha visto que la distribución es a la inversa (Michelotti y 
cols., 2000; Guimaraes y Moura, 2001; Hein y Michel, 2007).  
El tono vascular de un vaso es el resultado de la activación simultánea de los 
diferentes AR, principalmente en respuesta a neurotransmisores liberados de las 
terminaciones nerviosas, por ello la respuesta 1 es la que predomina en arterias. 
Diversos autores han puesto de manifiesto una distribución y funcionalidad diferente de 
los tres subtipos de AR α1 (α1A, α1B y α1D) a nivel vascular. Así los AR α1A son responsables 





y/o resistencia como arteria mesentérica distal, arterias mesentéricas de resistencia 
(AMR) y arteria caudal de rata (Gisbert y cols., 2003; Taki y col, 2004; Methven y cols., 
2009; Flacco y cols., 2013b). El subtipo de AR α1B se encuentra expresado en todos los 
vasos, pero en menor proporción a los otros dos subtipos (Marti y cols., 2005), estando 
menos implicado en la respuesta contráctil vascular (Daly y cols., 2002; Cotecchia, 2010; 
Docherty, 2010). Mientras que el subtipo de AR α1D ejerce un papel funcional 
predominante en la respuesta adrenérgica en vasos de conductancia como la aorta 
torácica y los vasos próximos a ella como mesentérica proximal y en arteria ilíaca de rata 
(Gisbert y cols., 2000; 2003; Hussain y Marshall, 2000; Martí y cols., 2005; Flacco y cols., 
2013b). El subtipo 1D está más implicado en la contractilidad de las arterias coronarias 
(Chalothorn y cols., 2003; Jensen y cols., 2009). 
Estudios realizados por nuestro grupo de investigación confirman a nivel 
fisiológico, que los AR α1D son responsables de que la respuesta a la estimulación 
adrenérgica aparezca y desaparezca lentamente mientras que los AR α1A median 
respuestas más rápidas (Ziani y cols., 2002; Flacco y cols., 2013b). Además, se ha 
observado una actividad constitutiva (actividad en ausencia de estímulo) del AR α1D en 
sistemas fisiológicos como las arterias aorta y mesentérica de rata (Gisbert y cols., 2000; 
2003). Por tanto, la alta densidad de AR α1D en los vasos de conductancia como la aorta 
impediría cambios bruscos en el calibre de los vasos y por consiguiente en el flujo 
sanguíneo. Por el contrario, la elevada expresión de AR α1A en vasos densamente 
inervados como las AMR, garantizaría una rápida respuesta ante un estímulo 
adrenérgico seguido de una rápida desaparición del tono tras la eliminación del agonista 
del medio, permitiendo un ajuste fino y rápido del flujo sanguíneo según las necesidades 
del tejido (Gisbert y cols., 2000; Ziani y cols., 2002).  
En el corazón también podemos encontrar los tres subtipos de AR α1, donde al 
parecer el subtipo mayoritario en rata y ratón sería el 1B seguido del 1A, a diferencia 
del corazón humano, donde predomina el 1A (Jensen y cols., 2014). Diversos estudios 
demuestran que ambos subtipos están relacionados con la actividad cardíaca y el 






Los distintos subtipos de AR α1 (α1A, α1B y α1D) también manifiestan diferencias 
en su distribución celular. El subtipo α1B se localiza predominantemente en la membrana 
celular, mientras que el subtipo α1D se detecta en una región perinuclear. El subtipo α1A 
exhibe las propiedades de localización de ambos subtipos, es decir, se observa tanto en 
la membrana celular como en la región perinuclear (Chalothorn y cols., 2002; Segura, 
2010; Perez-Aso y cols., 2013). Estudios recientes sugieren que en cardiomiocitos la 
mayoría de los AR α1 se encuentran localizados en la membrana nuclear, además de 
encontrarse en la membrana celular (Wright y cols., 2008; 2012). 
2.1.2.-AR β  
Los AR β juegan también un papel importante en la regulación del sistema 
cardiovascular. Tradicionalmente ha sido el AR β2 el principal subtipo implicado en la 
vasodilatación, el AR β1 en la contracción y el ritmo cardiaco por ser el más abundante 
en el corazón, mientras que el subtipo β3, minoritario a nivel cardiovascular, se le atribuía 
principalmente el control de la lipolisis. 
Hoy en día se sabe que, a nivel de vasos, los tres subtipos participan en la 
respuesta vasodilatadora, aunque el papel de cada uno de ellos varía con el lecho 
vascular, la especie y el estímulo contráctil (Guimaraes y Moura, 2001). En el caso de los 
grandes vasos de conductancia como la aorta, arterias mesentérica, esplénica y 
pulmonar entre otras, el mayoritario es el subtipo β2 y por lo tanto responsable de la 
vasodilatación y el control del flujo sanguíneo, mientras que en vasos de pequeño calibre 
como las arterias coronarias y las AMR predomina el subtipo β1 y por lo tanto el principal 
implicado en la vasodilatación adrenérgica en estos tejidos (Chruscinsky y cols., 2001; 
Briones y cols., 2005;  Flacco y cols., 2013a). Además, se conoce, gracias a los estudios 
funcionales in vitro, que el AR β3 se encuentra presente en arteria carótida de rata 
(Oriowo, 1994; MacDonald y cols., 1999), en aorta torácica de rata (Trochu y cols., 1999; 
Matsushita y cols., 2003) y en arteria pulmonar de rata (Sooch y Marshall, 1997), dando 
lugar a una respuesta vasodilatadora.  Los AR β se localizan en la superficie y en la región 
perinuclear de las células musculares lisas. 
Los AR β, además de estar localizados en la capa muscular, se encuentran 





2011) pudiendo contribuir al efecto relajante a través de la liberación de NO (Queen y 
Ferro, 2006). En este sentido, diversos autores y estudios realizados por nuestro grupo 
de investigación muestran que los distintos subtipos de AR β (β1, β2 y β3) manifiestan 
diferencias en su distribución celular y su función fisiológica dependiendo del lecho 
vascular. Así, en AMR el subtipo β1 que se encuentra preferentemente en la capa de 
músculo liso vascular, siendo el principal responsable de la respuesta relajante, también 
está presente en el endotelio (Garland y cols., 2011; Flacco y cols., 2013a), mientras que 
el β2 y β3 se expresan en el endotelio y la capa adventicia (Briones y cols., 2005; Flacco y 
cols., 2013a). En cambio, en aorta se ha encontrado el subtipo β1 localizado 
mayoritariamente en la capa muscular, y en menor proporción en la adventicia y el 
endotelio, mientras que el subtipo β2 preferentemente se localiza en el endotelio, 
aunque también en el músculo liso. Ambos participan en la respuesta relajante aunque 
las vías implicadas son diferentes (Ferro y cols., 2004; Flacco y cols., 2013a). En cuanto 
a la presencia del subtipo β3 en aorta, se encuentra en la lámina elástica y de forma 
escasa en el endotelio. Se ha visto que en aorta los AR β2 y β3 en el endotelio, junto con 
el β2 y el β1 en el músculo liso en menor medida, juegan los principales papeles como 
vasodilatadores (Flacco y cols., 2013a). 
La participación de los AR β endoteliales en la respuesta relajante en vasos de 
conductancia como la aorta, pero no en vasos de resistencia explica el papel fisiológico 
de los diferentes subtipos en la regulación del tono vascular. En arterias, se ha descrito 
que los AR β1 pero no los β2, se sitúan cerca de las terminaciones nerviosas por ser más 
sensibles a NA, mientras que en venas la distribución es a la inversa (Michelotti y cols., 
2000; Guimares y Moura, 2001; Hein y Michel, 2007). En AMR, un vaso densamente 
inervado, el subtipo β1 localizado en el músculo liso y con elevada afinidad por NA, es el 
principal responsable de la respuesta vasodilatadora. En cambio, en aorta, vaso de 
conductancia pobremente inervado, el subtipo β2 localizado en el endotelio y con 
elevada afinidad por la A, es el que modula el tono del vaso y la distribución del flujo 
sanguíneo (Flacco y cols., 2013a). 
En corazón se encuentran presentes los tres subtipos de AR β, siendo el 
mayoritario el subtipo β1 y en menor proporción se encuentra el subtipo β2 responsables 





2000; Montó y cols., 2012), siendo el minoritario con diferencia el β3. Se conoce que una 
estimulación sostenida del AR β1 cardíaco desencadena el deterioro del corazón por 
estimular la apoptosis, mientras que el estímulo sostenido del subtipo β2 facilita el 
cambio de vía y la activación de mecanismos cardioprotectores (Xiao y cols., 2004; 
2006). Por lo que la estimulación sostenida o no de ambos receptores, o la proporción 
o densidad de cada subtipo, estarán muy implicadas en el remodelado del corazón, o en 
el deterioro progresivo descrito en la IC (Xiao y cols., 2004, 2006). El subtipo minoritario 
en corazón es el β3, que produce inotropismo negativo, posiblemente como válvula de 
escape ante un estímulo adrenérgico intenso y por ello parece estar implicado en 
patologías cardiovasculares como la IC o la HTA. Además, la activación del subtipo β3 
puede conferir protección frente a la remodelación del tejido cardiaco inducida por las 
catecolaminas (Gauthier y cols., 1996; 2007). 
2.2.-Vías de señalización de los AR  
Todos los AR (α1, α2 y β) se encuentran acoplados a proteínas G, sin embargo, 
una diferencia fundamental entre los AR α y β es precisamente el tipo de proteína G al 
que se acoplan para iniciar la señalización celular 
2.2.1.-AR α1  
Los tres subtipos de AR α1 se acoplan principalmente a la familia de proteínas 
Gq/11 estimulando la fosfolipasa C (PLCβ) y provocando la acumulación de inositol 
(1,4,5)-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), segundos mensajeros que a su vez, 
producen la movilización de Ca2+ intracelular y la activación de proteína cinasa C (PKC) 
(Hein y Michel, 2007). Por tanto, tras la activación del receptor por el ligando, se 
promueve el intercambio de GDP (difosfato de guanosina) por GTP (trifosfato de 
guanosina) en la subunidad α de la proteína G provocando su disociación de las 
subunidades βγ. La subunidad α activa la fosfolipasa Cβ (PLCβ), cuya actividad 
enzimática hidroliza el fosfolípido de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en 
IP3 y DAG. El DAG activa la PKC, que promueve la contracción fosforilando canales de 
Ca2+ voltaje dependiente tipo L, o fosforila otras proteínas implicadas en la transcripción 
de distintos genes, entre ellos proteínas cinasas de la vía de las MAPK (mitogen activated 





cols., 2008). Por su parte el IP3 difunde al retículo endoplásmico (RS) donde interacciona 
con su receptor (IP3R) permitiendo así la liberación de Ca2+ al citoplasma. 
Se ha descrito que los AR α1 pueden organizarse en regiones concretas de la 
membrana celular, “lipid-rafts” (dominios de la membrana plasmática con una 
estructura en forma de balsa) y caveolas (invaginaciones de la membrana plasmática 
que constituyen plataformas especiales en la membrana) que permiten reclutar 
proteínas específicas para favorecer su interacción (Nichols, 2003; Insel and Patel, 2009). 
Este reclutamiento de las proteínas en microdominios, permite una aproximación 
espacial de las proteínas que van a interactuar (ej. receptor con la proteína G y 
posteriormente la cascada de la señal a través de los enzimas efectores), agilizando el 
proceso de señalización y favoreciendo la especificidad en respuesta a la señal (Cohen y 
cols., 2004; Ostrom e Insel, 2004; Lei y cols., 2009; Insel y Patel, 2009; Busija y cols., 
2017). 
2.2.1.1.-Vía de señalización del Ca2+ intracelular 
El aumento del Ca2+ citoplasmático propicia la formación del complejo Ca2+ 
calmodulina (Ca2+-CaM). Cuando la calmodulina (CaM) está unida al Ca+2 activa la cinasa 
de la cadena ligera de miosina (KCLM, Myosin Light Chain Kinase). Además de la 
fosforilación Ca2+ dependiente por la KCLM, el estado de fosforilación de la MLC es 
regulado por la fosfatasa de la CLM (FCLM) también llamada miosin fosfatasa. Esta 
enzima cuando está fosforilada es inactiva, permitiendo que la CLM permanezca 
fosforilada y por tanto que haya contracción. Pero cuando la FCLM se activa, elimina el 
fosfato de la CLM haciendo que la cabeza de miosina tienda a disociarse de la actina y 
por tanto el músculo liso se relaja (Hilgers y Webb, 2005; Hubbard y Hepler, 2006; Hein 
y Michel, 2007) (Imagen 4). 
El incremento de Ca2+ es transitorio, por ello la respuesta contráctil es mantenida 
por un mecanismo de sensibilización al Ca2+ que se produce por la inhibición de la FCLM 
por la actividad de la Rho cinasa. Este conlleva la participación de un factor de 
intercambio de nucleótidos de guanina, y la migración a la membrana plasmática de las 
proteínas RhoA que aumentan la actividad de la Rho cinasa. La enzima Rho cinasa 





2003). Los AR α1 también pueden activar canales de Ca2+ independientes y dependientes 
del voltaje, provocando el influjo de Ca2+ desde el medio extracelular (Guimaraes y 
Moura, 2001).  
 
 
Imagen 4. Vía de activación de los AR α1. 
Vía de señalización del AR α1 que conduce a la contracción vascular mediada por calcio.      
AR: adrenoceptor; Ca2+: calcio; CaM: calmodulina; CLM: cadena ligera de miosina; CML: 
célula del musculo liso; DAG: diacilglicerol; FCLM: fosfatasa de CLM; IP3: inositol 
trifosfato; IP3R: receptor de IP3; KCLM: cinasa de CLM; PIP2: fosfatil inositol bifosfato; 
PKC: proteína cinasa C; PLC: fosfolipasa C; RS: retículo sarcoplásmico; P: estado 
fosforilado; GDP: difosfato de guanosina; GTP: trifosfato de guanosina; MAPK: 







2.2.1.2.-Vía de señalización de ERK1/2 
En los últimos años se ha documentado la activación de la vía de las MAPK a 
través de GPCR, siendo la vía de fosforilación de ERK1/2 una de las más importantes 
(Ahn y cols., 2004; Sneddon y Friedman, 2007). Existen trabajos que describen la 
activación de ERK1/2 tras la estimulación de AR α1 a través de efectores intracelulares 
como la PKC y CaM, en un proceso dependiente de proteínas G (Zhong y Minneman, 
1999; McCune y cols., 2000; Chalothorn y cols., 2002; Pérez-Aso y cols., 2013).  
Además, se ha descrito otra vía de activación de la ERK1/2 a través de las β-
arrestinas e independiente de las proteínas G. La β-arrestina actuaría como proteína 
andamio, aproximando elementos de vías de señalización específicas, formando un 
complejo con los componentes de las vías MAPK y promoviéndose así la activación de 
éstas (Shenoy y Lefkowitz, 2011; Radeff-Huang y cols., 2004). A diferencia del modelo 
clásico  en el cual los GPCR y sus componentes de señalización se encuentran situados 
en caveolas de la membrana plasmática donde se inician las cascadas de señalización 
(Morris y cols., 2006; Patel y cols., 2008; Villar y cols., 2016), hay estudios que 
demuestran que los GPCR colocalizan con las β-arrestina en los endosomas, que la β-
arrestina se une a diferentes componentes de la cascada de las MAPK (DeFea y cols., 
2000) y que la endocitosis mediada por vesículas de clatrina es necesaria para la 
activación completa de ERK1/2 vía la activación del AR (Reiter y Lefkowitz, 2006; Segura 
y cols, 2013; Wang y cols., 2016). 
En células HEK 293 transfectadas con cada uno de los subtipos de los AR α1 se ha 
comprobado que cada subtipo promueve la activación de ERK1/2 siguiendo un patrón 
espacio-temporal y un mecanismo diferentes. Los tres subtipos promueven una 
activación temprana y transitoria de ERK1/2, el AR α1A y α1B lo hacen a través de PKC 
provocando la translocación de p-ERK1/2 al núcleo, mientras que el AR α1D actúa 
independientemente de PKC y limita p-ERK1/2 en el citosol. La fosforilación sostenida 
de ERK1/2 aparece tras la activación del AR α1A, está ausente en el α1B y el α1D, es 
independiente de PKC, dependiente de la internalización del receptor mediada por β-





a ERK1/2, dependiendo esta actividad de la internalización del receptor (Perez-Aso y 
cols., 2013). 
En cardiomiocitos la mayoría de los AR α1 señalizan a través de Gαq y PLCβ1 
(Wright y cols., 2008; 2012). Sin embargo, estudios recientes sugieren que el 
acoplamiento a la vía de las MAPK también influye en la función final del receptor, 
mediante la fosforilación y activación de ERK1/2. Así, se ha comprobado que los subtipos 
α1A y α1B cardiacos, además de sus funciones propias en el corazón, están implicados en 
la hipertrofia cardiaca y en el desarrollo de la respuesta adaptativa del corazón 
posiblemente a través de la vía de la ERK1/2 (Jensen y cols., 2011; 2014; Wright y cols., 
2012; O ´Connell y cols., 2014; Montgomery y cols., 2017). Aunque el papel que pueda 
desempeñar cada una de las proteínas MAPK no está aún elucidado, representan 
atractivas dianas terapéuticas para el desarrollo de dianas farmacológicas. 
2.2.1.3.-Vía de señalización de NO 
También se ha descrito que los agonistas de los AR α1 son capaces de aumentar 
la producción de óxido nítrico endotelial (Jones y cols., 1993; Kaneko y Sunano, 1993; 
Amerini y cols., 1995; Zschauer y cols., 1997; Boer y cols., 1999; Tuttle y Falcone, 2001; 
Gürdal y cols., 2005), que ejercerá un efecto modulador opuesto a la vasoconstricción, 
ya que la eliminación del endotelio o la inhibición de la síntesis de NO produce un 
aumento de la vasoconstricción mediada por el AR α1 (Kaneko y Sunamo, 1993; Nuñez 
y cols., 2014). Sin embargo, el mecanismo de liberación de NO durante la 
vasoconstricción producida por los agonistas de AR α1 todavía no está esclarecida. 
Algunos estudios sugieren que la vasoconstricción inducida por agonistas adrenérgicos 
α1 indirectamente provoca la liberación de NO endotelial sin estimular las CE 
directamente. Se ha propuesto que el estrés mecánico generado en las células 
endoteliales durante la contracción podría desencadenar el aumento del Ca2+  
intracelular en las CE (Fleming y Busse, 1999). Otros autores apuntan que en los vasos 
sanguíneos la estimulación con agonistas α1 desencadena un aumento del Ca2+ 
intracelular por activación de los AR α1 en las células del músculo liso. Este aumento de 
Ca2+ fluye a las CE por las uniones GAP lo que provoca un aumento del Ca2+ intracelular 





2000; Budel y cols., 2001). Por otra parte, se ha postulado que es la activación directa 
de los AR α1D endoteliales la que produce la síntesis de NO a través de un mecanismo 
que conlleva también la movilización de Ca+2 intracelular (Filippi y cols., 2001) sugiriendo 
que los AR α1D endoteliales representan un mecanismo importante de transducción de 
los efectos inducidos por catecolaminas en el endotelio (Vinci y cols., 2007). 
2.2.2.-AR β 
La activación de los tres subtipos de AR β, promueve el acoplamiento del 
receptor a la proteína Gs y la posterior disociación de sus subunidades (β γ ) de igual 
modo que ocurría con los receptores α1 y Gq/11 (Ransnas y cols., 1991). Sin embargo, 
los procesos que siguen a la activación de la proteína Gs son diferentes a los del subtipo 
Gq/11.  
2.2.2.1.-Vía de señalización de la adenilato ciclasa/AMPc 
Tras ser activada, la proteína Gs estimula la adenilato ciclasa (AC) y promueve la 
vía AMPc /PKA (adenosina monofosfato sódico cíclico / proteína cinasa dependiente de 
AMPc), responsable de la actividad inotrópica y cronotrópica características de la 
estimulación β1 adrenérgica en el miocardio o de la relajación β1/ β2 en vasos (Guimaraes 
y Moura, 2001). 
  El efecto relajante en vasos se produce por la fosforilación de KCLM, la cual, una 
vez fosforilada, pierde afinidad por el complejo Ca2+-calmodulina (Ca2+-CaM), 
fundamental para la contracción del músculo liso y por lo tanto, se produce la relajación 
muscular. Además, el AMPc reduce la concentración intracelular de Ca2+ por inhibir la 
liberación y/o estimular la recaptación de Ca2+ en depósitos intracelulares además de 











Imagen 5. Vía de activación del AR β en vasos 
Vía de activación de los AR β que conduce a la relajación vascular mediante la 
AC/AMPc/PKA.  
AC: adenilato ciclasa; AR: adrenoceptor; AMPc: adenosina monofosfato sódico cíclico; 
PKA: proteína cinasa dependiente de AMPc; Ca2+: calcio; CaM: calmodulina; CLM: 
cadena ligera de miosina; Gs: proteína G estimuladora; KCLM: cinasa de CLM; MAPK: 
Mitogen activated protein kinase; P: estado fosforilado. 
2.2.2.2.-Otras vías de señalización  
Aunque tradicionalmente se considera que la relajación inducida por los AR β se 
produce a través de la estimulación de la AC y el consiguiente aumento del AMPc en las 
CML, éste no es el único mecanismo por el que los AR β median su acción. Otro 
mecanismo de acción por el cual los AR β median la vasodilatación es la liberación de 






eNOS y el consiguiente aumento de la formación de NO (Queen y Ferro, 2006). Los AR β 
median la activación de la eNOS mediante un mecanismo dependiente del AMPc, pero 
también mediante mecanismos intracelulares independientes del AMPc. El primer 
mecanismo es la vía de señalización clásica, que incluye la proteína Gs, AC, AMPc y PKA 
(Figueroa y cols., 2009) (i), mientras los mecanismos independientes del AMPc son: la 
vía de las MAPK, que implica a ERK1/2, y que se puede activar a través del acoplamiento 
del AR β a la proteína Gs o Gi (Davel y cols., 2014) (ii), y la vía PI3K/Akt, que se activa a 
través de la proteína Gi (iii) (Queen y Ferro, 2006; Ciccarelli y cols., 2007) (Imagen 6). 
 
Imagen 6. Vía de señalización del NO 
Vía de señalización del NO endotelial que produce relajación vascular mediada por los 
AR β. AC: adenilato ciclasa; AR: adrenoceptor; AMPc: adenosina monofosfato sódico 
cíclico; Gs: proteína G estimuladora; Gi: proteína G inhibidora; NO: óxido nítrico; eNOS: 
óxido nítrico de origen endotelial; PI3K: fosfatidilinositol-3 cinasa; PKA: proteína cinasa 





El NO difunde al músculo liso vascular, donde produce una relajación a través de 
la vía NO/GCs/GMPc, tal como se ha comentado anteriormente. 
En el corazón existe una dualidad en la función de los AR β debido a la presencia 
de ambos subtipos: AR β1 y AR β2. Tanto el AR β1 como el AR β2 señalizan a través de la 
vía Gs/AMPc/PKA con el consiguiente incremento de la fuerza contráctil (Guimaraes y 
Moura., 2001). La vía de la Gs, mediada por el AR β1 también favorece a largo plazo la 
activación la vía apoptótica de la proteína cinasa II dependiente de Ca2+‐calmodulina 
(CaMKII), favoreciendo el deterioro del corazón y la hipertrofia (Morisco y cols., 2001). 
Sin embargo, tras la estimulación prolongada o sostenida de los AR β2 se produce un 
cambio en la vía de señalización: en lugar de acoplarse a la proteína Gs, se acoplaría a la 
proteína Gi que inhibe la AC, de manera que el efecto resultante de activar la proteína 
Gi sería opuesto al mediado por la proteína Gs. La vía de activación Gi también se ha 
relacionado con la vía fosfoinositol 3‐cinasa (PI3K)/Akt, mediada por CaMKII, y la vía de 
las MAPK, dando lugar al efecto antiapoptótico y cardioprotector (Zhu y cols., 2001; Xiao 
y cols., 2004; 2006). Esta acción dual del AR β2 explica cómo en el corazón ejerce una 
acción protectora impidiendo la estimulación persistente del AR β1 que, a través de la 
CaMKII, puede activar la apoptosis, el remodelado anormal y la hipertrofia cardíaca 
(Zheng y cols., 2005; Xiao y cols., 2006) (Imagen 7). Además la vía Gi/PI3K inhibe la 







Imagen 7. Vía de señalización del AR β en corazón 
Vías de señalización de los subtipos de adrenoceptor β en corazón.                                                          
AC: adenilato ciclasa; AR: adrenoceptor; AMPc: adenosina monofosfato sódico cíclico; 
PI3K: fosfatidilinositol-3 cinasa; PKA: proteína cinasa dependiente de AMPc; Ca2+: calcio; 
Gi: proteína G inhibidora; Gs: proteína G estimuladora; MAPK: mitogen activated kinase; 
CaMKII: proteína cinasa II dependiente de Ca2+-calmodulina. 
Una especial mención requieren los AR β3 por su papel controvertido a nivel 
cardiovascular. Diversos estudios han mostrado claramente que están presentes 
principalmente en el miocardio y el endotelio vascular, donde tienen un papel 
prominente en la función cardiaca, y a través de la estimulación de la proteína 
Gs/AMPc/PKA ejercen una acción inotrópica y cronotrópica positiva (Cannavo y cols., 
2013). Sin embargo, también se ha visto que los AR β3 pueden acoplarse a la proteína Gi 
modulando la actividad cronotrópica e inotrópica negativa (Gauthier y cols., 1996; 
1998). La estimulación del subtipo β3 en el corazón provoca inotropismo negativo como 





pero no por inhibición de la AC, sino probablemente por activación de la vía 
NO/GMPc/PKG (Gauthier y cols., 1998; 2007; Sterin-Borda y cols., 2006) y por tanto, este 
puede ser un mecanismo beneficioso de cardioprotección en IC.  
3.-Desensibilización de los GPCR 
3.1.-Desensibilización mediada por la internalización del receptor 
La desensibilización de la respuesta de un GPCR, se define como la pérdida de 
respuesta tras la administración prolongada o repetida de un agonista (Hausdorff y cols., 
1990). La desensibilización de los receptores puede ser de dos tipos. Desensibilización 
homóloga es la pérdida de respuesta causada por un determinado agonista, capaz de 
desensibilizar únicamente a aquellos receptores que hayan sido previamente activados 
por él (Lohse y cols., 1990). Desensibilización heteróloga es la pérdida de respuesta que 
se debe a la activación de otros receptores independientemente de que el receptor 
desensibilizado haya sido previamente activado o no, o lo que es lo mismo, es una 
desensibilización en ausencia de agonista que además es independiente del resto de 
procesos y donde no interviene la internalización del receptor (Lohse y cols., 1990). La 
desensibilización heteróloga a menudo está mediada por PKA o PKC (Pitcher y cols., 
1998). Mientras que, en la desensibilización homóloga, la fosforilación de los residuos 
intracelulares de GPCR se encuentra mediada mayoritariamente por GRK (Benovic y 
cols., 1985). 
Una vez que el receptor ha sido activado, es fosforilado por cinasas de receptores 
acoplados a proteínas G (GRK), proteínas que se translocan a la membrana y fosforilan 
al receptor ocupado por el agonista (Lutrell y cols., 2001) (Imagen 8 (i)). De las siete GRK 
identificadas hasta el momento (Dorn, 2009), sabemos que GRK2, GRK3 y GRK5 están 
extensamente distribuidas en corazón y vasos (Montó y cols., 2012; 2015; Oliver y cols., 
2010; 2014; Agüero y cols., 2012) y se han relacionado con la fosforilación de AR α1 y β 
(Eckhart y cols., 2000; Vinge y cols. 2007; 2008). La fosforilación del receptor por las GRK 
promueve la translocación a la membrana de las β-arrestinas y su unión al receptor 
(Imagen 8 (ii)) (Hanyaloglu y von Zastrow, 2008; Shenoy y Lefkowitz, 2011), lo que 
conduce al desacoplamiento entre el receptor y la proteína G (desensibilización) 





desacoplarse el receptor de la proteína G, también se puede promover una 
internalización o secuestro de receptores fuera de la membrana plasmática (Irannejad 
y von Zastrow, 2014; Shukla y cols., 2014; Hinz y cols., 2017). Este proceso de 
internalización del receptor es rápidamente revertido tras la eliminación del agonista 
del medio (Krasel y cols., 2005). Sin embargo, en algunos casos la internalización será 
irreversible y conlleva la degradación del receptor y por lo tanto una reducción en el 
número total de receptores presentes en la célula, es el proceso conocido como 
regulación a la baja o disminución regulada (down-regulation) que, también contribuye 
a la desensibilización del receptor, siendo su recuperación muy lenta ya que requiere la 
síntesis de nuevos receptores (Hadcock y Malbon, 1988). Aunque se ha visto que la 
mayoría de veces, el receptor secuestrado es devuelto a la superficie celular (Tran y cols., 
2007).  
 
Imagen 8. Internalización/desensibilización de GPCR 
Vía de señalización por la que los AR se desensibilizan mediado por las β arreatinas.           
(i) Fosforilación del receptor (ii) Unión de la β-arrestina al receptor (iii) Desensibilización 
por internalización de los receptores. 
AR: adrenoceptor; CML: célula del musculo liso; Gi: proteína G inhibidora; Gs: proteína G 





La duración de la estimulación por el agonista frecuentemente determina si un 
receptor es desensibilizado, internalizado y degradado por lisosomas. Hay muchos GPCR 
que sólo experimentan una disminución de la respuesta tras largas exposiciones al 
agonista mientras que otros sufren regulación por disminución del número de 
receptores rápidamente (Tsao y von Zastrow, 2001) ya que interaccionan 
específicamente con proteínas que los dirigen a los lisosomas (Whistler y cols., 2002). 
Por lo que respecta a los AR α1, este fenómeno se ha explicado clásicamente por 
un desajuste en el acoplamiento de los receptores a las proteínas G, sin que se 
produzcan cambios en la densidad o afinidad de los receptores (Seasholtz y cols., 1997). 
Más recientemente se ha visto que los mecanismos implicados en la desensibilización 
incluyen también la internalización del receptor, y son diferentes según el subtipo que 
se analice. En cuanto al subtipo de AR α1A se comprobó que sufría procesos de 
internalización y reciclaje constitutivo de manera independiente a la activación del 
receptor (Morris y cols., 2004) aunque esto podría depender de β‐arrestina (Pediani y 
cols., 2005; Segura y cols., 2013; Perez-Aso y cols., 2013). El subtipo α1D localizado en 
compartimentos intracelulares, posiblemente debido a su actividad constitutiva, es 
capaz de asumir una conformación activa en ausencia de agonista, por lo tanto, se 
encontraría continuamente internalizado de manera independiente de β‐arrestinas, 
saliendo a la superficie, si es el caso, únicamente tras el estímulo por parte del agonista 
(McCune y cols., 2000; Chalothorn y cols., 2002; Segura, 2010; Perez-Aso y cols., 2013; 
Flacco y cols., 2013b). El único subtipo que sigue el prototipo de internalización y 
desensibilización clásico de los GPCR, localizados en la membrana y sobre el que podrían 
actuar las GRK tras estimulación por agonista, es el α1B (Chalothorn y cols., 2002; Segura 
y cols., 2013; Perez-Aso y cols., 2013). 
En cuanto a la regulación específica de los AR β, tanto el AR β1 como β2 siguen el 
modelo clásico de internalización y desensibilización mediado principalmente por la 
GRK2 (Benovic y cols., 1987; Bunemann y cols., 1999; Vasudevan y cols., 2011; Fu y 
Xiang, 2015).  No ocurre lo mismo para el subtipo de AR β3 que parece ser resistente a 
la desensibilización. Este subtipo no posee en su estructura suficientes puntos de 
fosforilación por lo que no puede ser regulado por las principales cinasas que fosforilan 





desensibilizado tras la activación por catecolaminas, confiriéndole la capacidad de ser 
resistente a este mecanismo de regulación y permaneciendo siempre disponible ante la 
llegada de nuevos estímulos (Granneman, 1992; Liggett y cols., 1993; Portillo y cols., 
1995). En este sentido algunos autores han descrito una disminución regulada a nivel 
génico para este subtipo a través de mecanismos dependientes de la vía AMPc/PKA tras 
la propia activación del AR β3 o incluso de la PKC activada por otras vías, siendo ambas 
cinasas capaces de fosforilar factores de transcripción necesarios para la expresión del 
AR tras largas exposiciones al agonista (Bengtsson y cols., 2000). 
3.2.-Desensibilización mediada por NO 
 Muchos estudios han intentado esclarecer el mecanismo que participa en la 
atenuación de las respuestas mediadas por AR α1 en los vasos sanguíneos, alguno de 
ellos implicando al endotelio. Se ha demostrado que la estimulación prolongada de los 
vasos sanguíneos con agonistas α1 adrenérgicos promueve mecanismos inhibidores 
dependientes del endotelio (Hiremath y cols., 1991; Hu y cols., 1994; Kamata y Makino, 
1997; Gürdal y cols., 2005) De hecho se ha visto que la eliminación del endotelio o la 
inhibición de la síntesis de NO produce una disminución significativa de la 
desensibilización mediada por el AR α1 (Kaneko y Susano, 1993). Esta depresión del tono 
contráctil es más marcada tras sucesivas exposiciones a noradrenalina (NA) lo cual 
provocaría una mayor liberación de NO, ya que no se observa en presencia de un 
inhibidor de la NOS (Kaneko y Sunano, 1993). Estudios más recientes en aorta de rata 
revelan que la exposición repetida a fenilefrina (FE; agonista α1) viene acompañado de 
un aumento en la expresión de eNOS y en la actividad basal de NOS (Gürdal y cols., 
2005). Este aumento en la expresión de eNOS ya se había observado previamente 
cuando los vasos se estimulaban con otros agentes vasoconstrictores, como 5-HT, 
endotelina o angiotensina (Hu y cols., 1994, Seasholtz y cols., 1997; Gürdal y cols., 2005), 
o eran sometidos a estrés mecánico y cambios hemodinámicos (Ohara y cols., 1995; 
Ranjan y cols., 1995; Xiao y cols., 1997; Busse y Fleming, 2003; Jin y cols., 2003). Por 
tanto, el aumento de la actividad basal NOS y de la expresión de eNOS podría ser 
responsable de la disminución de la capacidad de respuesta a otros agonistas y ser un 






Por tanto, el NO juega un papel muy importante en la disminución de la 
capacidad de los vasos al responder a estimulaciones repetidas por el mismo u otros 
agonistas, en un proceso llamado "desensibilización mediada por NO", que se había 
observado previamente por activación del AR α1 entre otros. Esta desensibilización de 
la respuesta vasoconstrictora del AR α1 mediada por el NO puede representar un 
mecanismo de defensa del organismo en oposición a la sobre-estimulación de la 
musculatura lisa vascular por catecolaminas. Aunque eNOS es la isoforma principal 
presente en el endotelio y desempeña una función importante (Moncada y cols., 1991; 
Li y cols., 2015), el papel funcional de nNOS no está claro, y  ya se ha comentado que 
diversos estudios le atribuyen  también un papel relevante en la modulación del tono 
vascular (Fleming, 2003; Capettini y cols., 2008), la presión arterial (Kurihara y cols., 
1998) y el flujo sanguíneo cerebral (Hagioka y cols., 2005) quedando por determinar si 
esta isoforma también participa en el proceso de desensibilización dependiente de NO. 
4.-Cambios en los AR α1 y β y en la vía del NO durante el 
envejecimiento  
El envejecimiento lo podemos definir como un proceso paulatino y gradual de 
deterioro de la capacidad funcional del organismo, posterior a la madurez, y que a la 
larga conduce a la muerte. Es un hecho conocido que la edad está asociada con un 
incremento de la incidencia de problemas cardiovasculares, como la HTA o la IC 
(Docherty, 1990; Santulli y Iaccarino, 2016). La edad incrementa el riesgo de alteraciones 
cardiovasculares y cambios hemodinámicos que dificultan la adaptación a cambios 
ambientales y la principal consecuencia es un aumento generalizado de la resistencia 
periférica que eleva la presión arterial. El aumento de las resistencias periféricas con el 
envejecimiento puede ser secundario a un incremento en el grado de contracción del 
músculo liso arterial en respuesta a la prevalencia de estímulos neurohumorales, así 
como a alteraciones en la función del endotelio como regulador del tono del músculo 
liso. La edad también causa un aumento en el grosor y en la rigidez y una pérdida de 
distensibilidad en la pared de las grandes arterias (Barja, 2013; Santulli y Iaccarino, 2013; 
Harvey y cols., 2015). Un estrechamiento en los vasos de resistencia podría también 
conducir al aumento de las resistencias periféricas (McEniery y Wilkinson, 2007; 





Numerosos estudios hablan de cambios con la edad en relación a los AR, aunque 
con diferencias importantes en los resultados, probablemente debidas a diferencias en 
las edades de los animales utilizados, diferencias entre especies o incluso entre cepas, 
diferencias en los tejidos estudiados, y hasta diferencias en las técnicas de análisis 
utilizadas. Con la edad disminuye la densidad de la inervación adrenérgica y en algunos 
tejidos (corazón y arterias) esta pérdida de las terminaciones nerviosas va acompañada 
de disminución en el contenido de catecolaminas (Docherty, 1990). Sin embargo, otros 
autores han detectado un aumento en los niveles de catecolaminas en humanos (Esler 
y cols., 2002; Santulli y Iaccarino, 2016). 
4.1.-AR α1  
No existen muchos datos concluyentes en relación a las alteraciones de la 
respuesta vasoconstrictora α1 con la edad. Así, los efectos del envejecimiento sobre la 
respuesta adrenérgica observados en animales son contradictorios. Por una parte, en 
estudios funcionales realizados en anillos aislados de aorta de rata de avanzada edad 
(80-100 semanas de edad) no se encontraron diferencias en la fuerza de contracción 
máxima de NA o FE (Duckles y cols., 1985; Husken y cols., 1994) cuando se comparó con 
los vasos de los animales jóvenes. Por el contrario, otros estudios en aorta de ratas 
senescentes (80-100 semanas de edad) observaron una reducción en la respuesta 
máxima contráctil de NA o FE (Wanstal y O´Donnell, 1988; Oliveira y cols., 1998). 
Estudios de fijación con radioligandos han demostrado que la afinidad para los lugares 
de unión de los AR α1 no varía, por lo que los cambios en la potencia de los agonistas 
observados en estudios funcionales no reflejan alteraciones en la afinidad del receptor, 
sino más bien una pérdida de receptores o una disminución de la eficacia de su 
acoplamiento con los mecanismos efectores (Gürdal y cols., 1995).  En vasos del tracto 
genitourinario de ratas de avanzada edad (92 semanas de edad) se observó una 
reducción significativa en la respuesta contráctil máxima a FE, acompañado de un 
descenso en la expresión de los tres subtipos de AR α1 (AR α1A, AR α1B y AR α1D) frente a 
sus controles jóvenes (12 semanas de edad) (Yono y cols., 2006). En AMR de ratas 
adultas Sprague-Dawley (20-40 semanas de edad) se observó un aumento de la 
sensibilidad tras estimulación del AR α1 por FE (Davidge y cols., 1996). Ibarra y cols. 





α1D en función de la edad en vasos de resistencia, mientras que el subtipo α1A es el que 
predomina en la respuesta a FE en animales jóvenes. Por tanto, las alteraciones en la 
respuesta vasoconstrictora pueden ser el resultado de cambios en la expresión de 
subtipos de AR α1. 
A nivel cardiaco, durante el envejecimiento se ha visto una reducción gradual de 
la expresión del AR α1A y del AR α1D, sin cambios en la expresión del AR α1B (Cao y Li, 
2009; Zhang y cols., 2013).   
4.2.-AR β  
 Es bien conocido que a nivel fisiológico durante el envejecimiento aparece un 
deterioro progresivo de la dilatación β adrenérgica, que es más marcada en edades 
avanzadas, mientras que no se observa en el proceso de maduración de edades más 
tempranas (Gürdal y cols., 1995; 2005; Gaballa y cols., 2000). Se han propuesto 
diferentes mecanismos causantes de dicha pérdida en la respuesta vascular mediada 
por los AR β durante el envejecimiento. De esta forma, se ha postulado que la pérdida 
en la respuesta vasodilatadora puede ser debida a (1) cambios en la densidad del AR β 
(Gürdal y cols., 1995; Gaballa y cols., 2000), (2) alteraciones en el receptor, en el 
acoplamiento a la proteína G, o en cualquier elemento de la vía de activación del AR β a 
nivel vascular  (Deisher y cols., 1989; Gürdal y cols., 1995; 2007; Schutzer y Mader, 2003), 
o (3) una desensibilización del propio AR (Gaballa y cols., 2000; Schutzer y cols., 2001; 
2006; 2011) 
Se ha descrito una disminución en la relajación de los AR β en aorta de rata BNX 
344 de 24 semanas de edad, frente a ratas de 6 semanas de edad, sin que se aprecien 
cambios en la densidad del AR β (Gaballa y cols., 2000). Sin embargo, otro estudio 
realizado en aorta de ratas Fischer 344 de diferentes edades, muestra un descenso de 
la funcionalidad y la densidad del AR β en ratas 24 semanas de edad respecto a las de 4 
semanas, pero no entre 24 y 96 semanas de edad (Gürdal y cols., 1995).  
Respecto a modificaciones en las vías de señalización, en aorta de ratas de 
mediana edad (48 semanas), se ha observado que la pérdida de la respuesta 





la via AMPc/PKA (Deisher y cols., 1989). Otros autores demuestran que la 
desensibilización de los AR β mediada por PKA no estaría implicada en la pérdida de 
respuesta observada durante el envejecimiento (Schutzer y cols., 2006). Es más, en aorta 
de rata de avanzada edad (96 semanas), se ha observado una pérdida completa de la 
capacidad vasodilatadora de los AR β asociada a una disminución en la capacidad de 
acoplamiento del AR β a la proteína Gs y un aumento en la unión a la proteína Gi, sin 
cambios en la expresión génica o proteica de la proteína Gs (Gürdal y cols., 1995; 2005; 
Johnson y cols., 1995).   
En relación a la participación de un mecanismo de desensibilización, en aorta de 
ratas de avanzada edad (96 semanas), se observa un aumento tanto de la expresión 
como de la actividad de las diferentes GRK (GRK2, GRK3 y GRK5) y la β-arrestina, que 
podría explicar la disminución en la respuesta adrenérgica β por fosforilación del 
receptor e internalización del mismo (Schutzer y cols., 2001). Resultados similares 
encontramos en aorta de rata de mediana edad (48 semanas), donde se ha observado 
un aumento en la expresión de la forma soluble/citosólica de GRK2 que podría estar 
implicada en la pérdida de la respuesta adrenérgica β (Gaballa y cols., 2000, Schutzer y 
cols., 2011). Estos resultados sugieren que las alteraciones relacionadas con la edad 
pueden deberse a la desensibilización de AR β en lugar de a la pérdida de densidad de 
estos receptores.  
 A pesar de los numerosos trabajos que estudian la participación de los AR β en 
la pérdida de respuesta vasodilatadora con la edad, no hay ningún estudio que de forma 
sistemática y utilizando las mismas condiciones experimentales establezca los cambios 
con la edad en relación a la participación de cada subtipo de AR β en la respuesta 
funcional. Por tanto, uno de los objetivos de la presente Tesis es analizar este aspecto 
utilizando ratas Wistar de diferentes edades. 
Se ha descrito que durante el envejecimiento la función cardiaca sufre 
modificaciones. En particular, se ha observado una reducción en la sensibilidad y 
densidad de los AR β cardiacos durante el envejecimiento, o un fracaso en el 
acoplamiento de los AR a la AC (Xiao, 1997; Santulli y Iaccarino, 2013). Algunos autores 
señalan que la disminución en la respuesta β adrenérgica a nivel cardiaco podría ser 





muestran los estudios realizados en corazones humanos explantados de edad avanzada 
(White y cols., 1994).  
4.3.-Función endotelial y NO 
Se han propuesto varios mecanismos para explicar la reducción en la respuesta 
vasodilatadora que acompaña al envejecimiento, entre ellos, cambios en las 
propiedades elásticas de los vasos, o alteraciones de la vasoconstricción o vasodilatación 
mediada por receptores específicos, entre ellos el endotelio vascular (Docherty, 1990; 
Vanhoutte, 2016). En condiciones fisiológicas el endotelio vascular contribuye a 
mantener el equilibrio entre contracción y relajación del músculo liso vascular. Sin 
embargo, este equilibrio puede alterarse debido a la disfunción endotelial. Esta 
disfunción endotelial se manifiesta en una reducida respuesta vasodilatadora 
dependiente de endotelio y/o una mayor respuesta constrictora, junto con un aumento 
del estrés oxidativo y citoquinas inflamatorias que predispone a las enfermedades 
cardiovasculares (Lahera y cols., 1997). Numerosos trabajos asocian la disfunción 
endotelial con el envejecimiento (Küng y Luscher 1995; Taddei y cols., 1997; Harvey y 
cols., 2015; Vanhoute y cols., 2016). Así, diferentes estudios experimentales indican que 
independientemente de la existencia de otras patologías propias de la edad como la HTA 
o la IC, la edad parece empeorar la relajación dependiente de endotelio tanto en la aorta 
como en pequeñas arterias de resistencia en ratas (Harvey y cols., 2015; Vanhoutte y 
cols., 2016) o la vasodilatación en el hombre (Taddei y cols., 1995). 
Uno de los principales mecanismos implicados en el deterioro en la función 
endotelial asociada al envejecimiento podría ser la reducción en la biodisponibilidad de 
NO (Tschudi y Lüscher, 1996; Taddei y cols., 2001; Paneni y cols., 2017). Esta reducción 
de la biodisponibilidad de NO puede ocurrir debido a la disminución de la síntesis o al 
aumento de la degradación del NO. Los estudios difieren en cuanto a la expresión de la 
proteína eNOS con la edad. Algunos autores han evidenciado una menor expresión 
génica de eNOS (Chou y cols., 1998; Siles y cols., 2002; Tanabe y cols., 2003; Csiszar, 
2009; Zanetti y cols., 2010), mientras que otros han encontrado un aumento de la 
expresión y actividad de eNOS como mecanismo compensatorio, pero inútil, para 





otros autores no han detectado cambios ni en expresión ni en actividad de eNOS 
(Donato y cols., 2009). Datos recientes sugieren una alteración en la función eNOS 
relacionada con la edad, denominada desacoplamiento de eNOS (Yang y cols., 2009; 
Vanhoutte y cols., 2017).  
Sin embargo, la participación de la isoforma nNOS todavía no está totalmente 
esclarecida. Se ha observado un descenso en los niveles génicos de nNOS durante el 
envejecimiento en tejidos como córtex y cerebro de rata (Siles y cols., 2002) o en arteria 
mesentérica de ratones (Jimenez Altayo y cols., 2013). Mientras que en aorta de rata no 
se han observado cambios en la expresión génica de nNOS asociados a la edad 
(Lekontseva y cols., 2012).   
Por lo tanto, una disminución de la biodisponibilidad de NO y la consecuente 
pérdida de la desensibilización mediada por el NO con el envejecimiento podría tener 
consecuencias importantes en la regulación del tono vascular y la presión arterial.  
5.-Cambios en los AR α1 y β y en la vía del NO asociados a la 
hipertensión y el envejecimiento  
La Hipertensión arterial (HTA), también conocida como tensión arterial alta o 
elevada podría definirse como la elevación crónica y anormal de los niveles de presión 
arterial sistólica (PAS) y/o diastólica (PAD). Esta enfermedad cardiovascular, tiene un 
origen multigénico que se caracteriza por la disfunción de los mecanismos vasculares, 
cardiogénicos, renales, neurogénicos y endocrinos, encargados de regular la presión 
arterial (Kaplan, 2005).  
El envejecimiento y la HTA son conocidos factores de riesgo en el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares. De hecho, se ha visto que las alteraciones funcionales 
asociadas a la hipertensión que se producen en la vasculatura son similares en su 
mayoría a las que han sido descritas como consecuencia de la edad, por lo que algunos 
autores postulan que la HTA podría ser considerada como un proceso de envejecimiento 
prematuro de los vasos sanguíneos. De hecho, estos dos factores generalmente, como 





aumento de las complicaciones vasculares relacionadas con la edad que se producen en 
casos de hipertensión sugiere también una importante interacción entre los dos 
procesos. De esta forma, los procesos normales de la edad parecen afectar al sistema 
cardiovascular en mayor grado en individuos hipertensos que en normotensos, así como 
el riesgo de complicaciones cardiovasculares en pacientes hipertensos ancianos es 
significativamente más alto que en jóvenes con los mismos niveles de PA (Vokonas y 
cols., 1988). Diversos autores han observado que las alteraciones cardiovasculares de 
pacientes hipertensos jóvenes imitan a los de los ancianos normotensos por lo que el 
envejecimiento puede agravar del daño vascular en la HTA, lo que pone en evidencia la 
estrecha relación entre el envejecimiento biológico y la elevación de la presión arterial 
(Taddei y cols., 1997; Harvey y cols., 2015).  
Hay que señalar que, aunque están bien establecidas las consecuencias de la 
hipertensión y algunas de las alteraciones que se producen con la edad, los efectos 
específicos del envejecimiento en la HTA y sus consecuencias vasculares, sin embargo, 
no se conocen demasiado bien, ya que los estudios realizados hasta el momento son 
escasos y a menudo contradictorios y dejan numerosos aspectos sin resolver. 
5.1.-Cambios en la respuesta contráctil α1 
Hay muchos datos que hablan del posible papel de los AR α1 en el desarrollo o el 
mantenimiento del estado hipertensivo (Guimaraes y Moura, 2001; Tanoue y cols., 
2003; Schlaich y cols., 2004). Uno de los factores responsables de la HTA podría ser el 
aumento de la reactividad vascular frente a la estimulación de los AR α1 (Takata y Kato, 
1996; Villalobos‐Molina e Ibarra, 1999; Gisbert y cols., 2002; Miquel y cols., 2005). Se ha 
propuesto un aumento de la funcionalidad de los AR α1D como uno de los cambios 
implicados en el aumento de la resistencia vascular en la HTA (Villalobos-Molina e Ibarra, 
1999; Gisbert y cols., 2002; Tanoue y cols., 2002a,b; Ziani y cols., 2002; Lyssand y cols., 
2008; Oliver y cols., 2009). Algunos estudios en humanos hipertensos han detectado un 
incremento en la vasoconstricción mediada por el AR α1 (Folkow, 1990; Brodde y Michel, 
1992; Li y cols., 2007). Sin embargo, otros autores indican que la sensibilidad a agentes 
vasoconstrictores permanece inalterada en arterias mesentéricas de pacientes (Falloon 





5.2.-Cambios en la respuesta relajante de los AR β 
Tanto en la HTA como durante el envejecimiento, aparece una disminución de la 
respuesta adrenérgica β en distintos modelos experimentales. Esta pérdida de la 
respuesta β adrenérgica puede ser debida a cambios en la densidad de adrenoceptores, 
cambios en los mecanismos de transducción o a la desensibilización del AR β. Sin 
embargo, encontramos poca literatura que nos muestren alteraciones en la respuesta β 
adrenérgica en ratas hipertensas de edad avanzada. Arribas y cols. (1994) mostraron un 
deterioro de la vasodilatación  adrenérgica producida por isoprenalina respecto a sus 
controles WKY en aorta de ratas SHR de 48 semanas de edad. 
Muchos estudios muestran que no hay cambios de densidad en los receptores 
en estadios previos o pre‐hipertensos  (3-4 semanas) (Blumenthal y cols., 1982; Yamada 
y cols., 1984; Michel y cols., 1987; Castellano y cols., 1993), sin embargo en ratas SHR ya 
hipertensas (12-20 semanas) existe controversia en los resultados ya que unos estudios 
muestran un descenso en la densidad  (Yamada y cols., 1984; Limas y Limas, 1987; Bohm 
y cols., 1988; Castellano y cols., 1993), otros ven que no cambian (Blumenthal y cols., 
1982; Michel y cols., 1987; Ohsuzu y cols., 1992) o incluso hay quién observa un aumento 
en la densidad de estos receptores (Maie y cols., 1991).  
El deterioro de la respuesta β adrenérgica no se explica necesariamente con una 
regulación a la baja del receptor en las ratas SHR, ya que como acabamos de ver, muchos 
trabajos han encontrado cambios tanto al alza como a la baja en la densidad de los AR 
β en SHR comparando con sus controles WKY. Habrá que tener en cuenta cambios en 
los mecanismos de transducción de las señales y de regulación de las mismas, y en este 
aspecto se ha visto en aorta de rata SHR de 15 semanas de edad una disminución en la 
producción de segundos mensajeros como la enzima AC, asociada con un aumento en 
la expresión proteica de GRK2 (Gros y cols., 2000; Oliver y cols., 2009).  Además, este 
aumento en la expresión de la GRK2 solo se observa en aorta de rata una vez que ha 
aparecido el estado hipertensivo, no en ratas de 6 semanas de edad pre-hipertensas 
(Oliver y cols., 2009). En humanos también se ha descrito un descenso generalizado de 
la respuesta β adrenérgica en la HTA (Michel y cols., 1990; Borkowski y cols., 1992). Esta 





desacoplamiento del AR β de su correspondiente proteína G (Feldman y Gros, 2006; Izzo 
y cols 2008). 
Sabemos que los tres subtipos de AR β (β1, β2, β3) están implicados en la 
respuesta vasodilatadora de los vasos sanguíneos (Guimaraes y Moura, 2001). Sin 
embargo, la participación de cada subtipo de AR β en la respuesta relajante durante la 
HTA y en el envejecimiento no ha sido totalmente esclarecida. Estudios realizados en 
nuestro laboratorio señalan que en aorta de rata SHR de 16 semanas de edad, donde la 
enfermedad está desarrollada, se observa un deterioro de la vasodilatación β1 y β2 
adrenérgica debido a la mayor expresión de GRK2. Sin embargo, este cambio en la 
expresión de GRK2 no afecta a la respuesta vasodilatadora mediada por los β3-AR (Oliver 
y cols., 2009). Resultados similares encontramos en trabajos previos realizados en aorta 
de rata SHR de 12 semanas de edad, obteniéndose una pérdida de la respuesta relajante 
inducida por la estimulación del subtipo de baja afinidad del AR β1 cuando se compara 
con sus controles WKY. Además, en este estudio se observó también un aumento en la 
expresión del subtipo de AR β3, aunque no se encontraron cambios en la respuesta 
vasodilatadora inducida por la estimulación del AR β3 (Mallem y cols., 2004).  
5.3.-Cambios en la función endotelial y el NO 
Algunos autores han señalado que la hipertensión y el envejecimiento regulan 
positivamente la vía del NO en el corazón, la vasculatura y el riñón. El envejecimiento 
regula la vía del NO en mayor medida que la hipertensión, pero ambos no son aditivos. 
Esta regulación al alza parece tener lugar específicamente en estructuras afectadas o 
implicadas en la regulación de la presión arterial: vasos sanguíneos, ventrículo izquierdo 
vs ventrículo derecho o médula renal vs corteza renal. Esta sobre-regulación se produce 
a expensas de diferentes isoformas de NOS dependiendo del órgano implicado (Llorens 
y cols., 2007).   
Sin embargo, en ratas SHR se ha observado una disminución de la relajación 
dependiente de endotelio (Ibarra y cols., 2006; Jiang y cols., 2016), además durante las 
edades tardías del envejecimiento en SHR, existe una inhibición de la vía de relajación 
vascular que involucra no sólo la producción de NO por las CE, sino también la 





Otros estudios encontraron que, en contraste con la inhibición crónica de la 
eNOS, la inhibición crónica de la nNOS no afectó ni a la PA ni a la función endotelial de 
las arterias de conductancia. Sin embargo, se observó una disminución de la 
contractilidad junto con hipertrofia de la pared arterial. Estos resultados experimentales 
parecen demostrar que nNOS participa en el control cardiovascular de ratas adultas por 
mecanismos diferentes de eNOS (Cacanyiova y cols., 2009; 2012). 
Otros autores han visto que en AMR (Briones y cols., 2003) y en células 
musculares de arteria carótida (Boulanger y cols., 1998) de ratas SHR hay un mayor nivel 
de expresión génica de nNOS en comparación con sus animales control. Además, se 
observó una activación de la nNOS tras la estimulación con Angiotensina II en ratas con 
hipertensión arterial pero no en animales normotensos (Boulanger y cols., 1998).  Por 
tanto la activación de la isoforma de nNOS en estos vasos compensaría la pérdida de la 
respuesta endotelial observada en las ratas SHR. Estos resultados ponen en evidencia 
que un desequilibrio en la expresión y/o actividad de la nNOS estaría relacionada con el 
mecanismo de patogénesis de la HTA. 
6.-β-bloqueantes en el tratamiento de patologías 
cardiovasculares: ventajas del carvedilol 
Los bloqueantes de los receptores β-adrenérgicos son un grupo de fármacos que 
producen un bloqueo competitivo y reversible de aquellas acciones de las catecolaminas 
mediadas a través de la estimulación de los receptores β-adrenérgicos. En la actualidad 
los β bloqueantes ocupan un importante papel en el tratamiento de diversos procesos 
cardiovasculares, traduciéndose en la recomendación de éstos como fármacos de 
primera o segunda línea en el tratamiento de la Insuficiencia cardiaca crónica (ICC) según 
establece la guía clínica de la Sociedad Española de Cardiología (Ponikowski y cols., 
2016).  
Existen tres generaciones de β bloqueantes disponibles para el uso clínico. La 
primera generación (p.ej. propranolol) bloquea con afinidad similar los adrenoceptores 





(p.ej. metoprolol, atenolol o bisoprolol) son fármacos, en mayor o menor medida 
selectivos para el receptor β1, por lo que poseen unos efectos cardiacos relativamente 
mayores y específicos. Sin embrago, la selectividad por el AR β1 es dosis-dependiente, 
por tanto, altas dosis de un bloqueante selectivo β1, podrían llegar a antagonizar 
receptores β2 (Egan y cols., 2005) y esto provocaría una vasoconstricción periférica que 
puede subyacer a la limitada eficacia antihipertensiva de este grupo (Cruickshank, 2007). 
Por último, los β bloqueantes de tercera generación (p.ej. labetalol, carvedilol, nebivolol, 
bucindolol) poseen acciones vasodilatadoras a través del bloqueo de los adrenoceptores 
α1 y/o de la liberación de NO (Fonarow, 2004). El desarrollo de fármacos antagonistas 
de AR β de tercera generación fue un importante avance clínico en el tratamiento de la 
IC, ya que las generaciones anteriores tienen una amplia gama de efectos secundarios, 
que pueden afectar gravemente a algunos pacientes, mientras que los β bloqueantes de 
tercera generación presentan efectos beneficiosos comparados con los β bloqueantes 
clásicos (Fisker y cols., 2015).  
Dentro de este grupo de fármacos de tercera generación el carvedilol presenta 
un perfil farmacológico peculiar y en la práctica clínica se han descrito mejores 
resultados en cuanto a reducción de la mortalidad cardiovascular en pacientes con IC y 
en la actualidad es uno de los fármacos de elección en el tratamiento de esta patología. 
El carvedilol es un fármaco β bloqueantes no selectivo de tercera generación que 
antagoniza los AR β1 y β2, y además posee actividad bloqueante de los AR α1 (Bristow y 
cols., 1992; Fisker y cols., 2015). Reduce la presión arterial sistólica y la presión arterial 
diastólica, así como la frecuencia cardiaca durante el ejercicio/estrés y en reposo. Inhibe 
la remodelación ventricular izquierda y mejora su función en pacientes hipertensos. El 
carvedilol suprime también el sistema renina-angiotensina, la actividad de la renina 
plasmática se halla reducida y es raro observar retención de líquidos. Pero además, se 
ha descrito que posee propiedades antioxidantes y antinflamatorias que pueden 





 Estructuralmente, posee un átomo de carbono asimétrico, presentando así dos 
enantiómeros. El bloqueo de los AR β1 se atribuye al enantiómero (S); mientras que 
ambos enantiómeros, (R) y (S), tienen capacidad para bloquear los AR α1 (Nichols y cols., 
1989). La mezcla racémica, es la que se utiliza en la clínica (Imagen 9).  
Imagen 9. Estructura química del Carvedilol 
A diferencia del propranolol, que posee una ligera actividad simpaticomimética 
intrínseca, el carvedilol carece de esta actividad (Toda, 2003) que, en el caso del 
propranolol, conduce a una suave estimulación de los AR β que contrarrestaría 
parcialmente el bloqueo β1 (Egan y cols., 2005; Frishman, 2013). Otra característica del 
carvedilol es que no muestra elevados niveles de potencia como agonista inverso, lo cual 
contribuye a una mayor tolerabilidad por parte de pacientes que sufren fallo cardíaco 
en comparación con los β bloqueantes tradicionales (Yoshikawa y cols., 1996; Stafylas y 
Sarafidis, 2008).  
Como se ha descrito anteriormente, los tres subtipos de AR β se acoplan a la 
proteína Gs y estimulan la vía AC/AMPc/PKA responsable de la actividad inotrópica y 
cronotrópica características de la estimulación β1 adrenérgica en el miocardio o de la 
relajación β1/β2 en vasos (Guimaraes y Moura, 2001). Por una vía independiente de 
AMPc/PKA, el AR β1 induce una respuesta apoptótica deletérea, que sólo se observa tras 
un estímulo sostenido (Xiao y cols., 2006) y que puede estar implicada en la IC, donde 
existe un aumento de catecolaminas circulantes. Pero a la vez, también se ha visto que 
tras la estimulación prolongada del AR β1 se produce un mecanismo cardioprotector que 
consiste en la transactivación e internalización del EGFR (receptor del factor de 
crecimiento epidérmico) (Noma y cols., 2007). Este mecanismo de transactivación del 
EGFR mediado por las β-arrestinas se encuentra estimulado en presencia del carvedilol 
favoreciendo así una acción cardioprotectora y a la vez, evitando el acoplamiento del AR 





Durante la IC se ha descrito una mayor expresión de AR β3, y tras tratamiento con 
carvedilol, se produjo una disminución en la expresión génica de este subtipo, lo que 
parece indicar que se produce un normalización de la función adrenérgica β cardiaca, 
conclusión que apunta también al papel cardioprotector de este fármaco (Zhao y cols., 
2007; Zhang y cols., 2016). 
Una peculiaridad de algunos de los β bloqueantes de tercera generación como el 
carvedilol frente a los β bloqueantes clásicos, es su perfil farmacológico como agonista 
“biased”. Aunque se comporta como un antagonista clásico porque impide la unión del 
adrenoceptor β a las proteínas G, es a la vez capaz de estimular selectivamente la 
señalización a través de la β-arrestina, la cual está implicada en el proceso de 
desensibilización del AR β, y la consiguiente activación de la vía de señalización de las 
MAPK, en concreto la ERK1/2 (Wisler y cols., 2007; Rajagopal y cols., 2010). 
Corroborando estas evidencias recientemente se ha demostrado su perfil biased al 
estabilizar una conformación del AR β2 que, aunque desacoplada de la proteína Gs, es 
capaz de estimular la señalización mediada por β-arrestina (Park y cols., 2016; Richard  
y cols., 2016).  Parte de este mecanismo biased del carvedilol sería la transactivación del 
EGFR mediado por las β-arrestinas que se encuentra estimulada en presencia del 
carvedilol, favoreciendo así una acción cardioprotectora (Kim y cols., 2008) tal como 
comentamos anteriormente. 
Los AR α1 a través de la proteína Gq y la fosfolipasa C, hemos visto que 
promueven la acumulación de IP3 y DAG, segundos mensajeros que, a su vez, producen 
la movilización de Ca+2 intracelular y la activación de la PKC (Hein y Michel, 2007). Esto 
se traduce en una respuesta contráctil, especialmente en el músculo liso vascular. Por 
tanto, su bloqueo producirá una vasodilatación arterial (Fonarow, 2004) que le confiere 
al carvedilol efectos beneficiosos en comparación con otros β bloqueantes 
convencionales como el propranolol. Es interesante señalar que el carvedilol bloqueante 
de AR α1 (Bristow y cols., 1992), posee más afinidad por los subtipos de AR α1B y α1D que 
por el α1A (Koshimizu y cols., 2004). 
Aunque la principal acción vasodilatadora del carvedilol es debida a su efecto 





vasodilatación. Se ha propuesto que el carvedilol puede favorecer la vasodilatación 
dependiente de endotelio en pacientes con miocardiopatía dilatada a través de un 
aumento en la biodisponibilidad de NO (Nishioka y cols. 2007). De hecho, la eficacia 
clínica de los β bloqueantes de tercera generación, se postula que puede estar 
relacionada con su capacidad para liberar NO y no tanto con sus propiedades 
antioxidantes directas (Szajerski y cols., 2006).  
Las propiedades antioxidantes del carvedilol se demostraron en estudios con 
miocitos cardiacos obtenidos de rata (Kurosaki y cols., 2000), en humanos sanos 
(Fahlbusch y cols., 2004) y en pacientes con HTA esencial (Zepeda y cols., 2012). Además, 
se ha visto que el carvedilol puede proteger contra las especies reactivas de oxígeno 
(ROS), neutralizando radicales libres, suprimiendo la generación de estos y previniendo 
la oxidación del ión férrico (Toda, 2003; Dandona y cols., 2007). Esta actividad 
antioxidante disminuye el estrés oxidativo, lo cual hace que disminuya la peroxidación 
lipídica. Todo esto contribuye a la protección de la muerte por isquemia en células 
cerebrales y cardíacas en pacientes con hipertensión, fallo cardíaco, isquemia cardíaca, 
diabetes y disfunción renal (Nakamura y cols., 2002; Padi y chopra, 2002). También se 
ha visto que inhibe la oxidación de LDL, lo que disminuye su acumulación en las paredes 
de los vasos y, por tanto, la aterosclerosis (Maggi y cols., 1996). 
También se han atribuido propiedades antiinflamatorias al carvedilol. En un 
ensayo clínico en pacientes con hipertensión y diabetes, carvedilol disminuyó los niveles 
de marcadores pro-inflamatorios, incluyendo la proteína C reactiva (Dandona y cols., 
2007). Además, se ha visto que disminuye las concentraciones plasmáticas de las 
citoquinas IL-6 y TNF-α, en pacientes con cardiopatía isquémica y no isquémica dilatada 
(Kurum y cols., 2007).  
En cuanto a las propiedades farmacocinéticas el carvedilol tiene un perfil muy 
lipófilo, lo que facilita una rápida y extensa absorción (Toda, 2003). Se metaboliza 






En conclusión, la variedad de mecanismos de acción del carvedilol le convierten 
en un tratamiento realmente efectivo en hipertensión, IC y, todo ello con mayor 
tolerabilidad que los β-bloqueantes tradicionales. La gran diferencia con respecto a 
éstos reside en la vasodilatación mediada por el bloqueo α1, ya que, disminuyen la 
resistencia total periférica (Pedersen y cockcroft., 2007), acción derivada también de su 
capacidad para aumentar la biodisponibilidad del NO (Nishioka y cols. 2007). Además, 
sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, dan lugar a un mayor efecto 
cardioprotector (Dandona y cols., 2007). 
Por todo ello, el carvedilol ha sido aprobado para el tratamiento de la HTA, IC y 
la disfunción ventricular tras un infarto agudo de miocardio.  
Existen varios ensayos clínicos que han establecido los beneficios 
cardiovasculares del carvedilol sobre los β bloqueantes no vasodilatadores tradicionales 
en pacientes con IC (DiNicolantonio y cols., 2015). 
Entre los estudios que comparan el efecto de carvedilol con placebo destaca el 
ensayo clínico doble ciego COPERNICUS (Carvedilol Prospective Randomized Cumulative 
Survival) que se realizó en pacientes con IC y Diabetes Mellitus (2289 pacientes). En este 
ensayo, se demostró una reducción en la tasa de mortalidad anual y el riesgo de muerte 
u hospitalización del grupo carvedilol en comparación con el grupo placebo. Dicho 
estudio se finalizó antes de tiempo por cuestiones éticas, debido al significativo 
beneficio en la mortalidad observado en el grupo que recibía carvedilol (Eichhorn y 
Bristow, 2001; Packer y cols., 2002).  
Es de señalar que se ha realizado una revisión sistemática y un metanálisis de los 
ensayos aleatorios de comparación directa del carvedilol frente a los β bloqueantes 
selectivos β1 utilizados en IC (8 ensayos, n = 4563 pacientes). La conclusión es que en el 
grupo tratado con carvedilol se observó una reducción significativa de la mortalidad por 
todas las causas (Di Nicolantonio y cols., 2013) 
Un reciente metanálisis, en el que se compararon carvedilol, atenolol, 





reducción de la mortalidad y la mejor tolerancia (las tasas de abandono combinadas más 
bajas) frente a los otros cinco β bloqueantes (Chatterjee y cols., 2013). 
La evidencia también muestra que el carvedilol puede mejorar el flujo coronario, 
además de reducir la progresión de la aterosclerosis en pacientes con enfermedad 
coronaria (Leonetti y Egan, 2012).   
Otros beneficios clínicos del carvedilol están relacionados con su actividad sobre 
las variables metabólicas. En comparación con el metoprolol, el carvedilol redujo 
significativamente la diabetes mellitus de nueva aparición, mejoró la sensibilidad a la 
insulina, disminuyó los triglicéridos y causó menos aumento de peso (Di Nicolantonio y 
cols., 2012). Además, la microalbuminuria, como marcador sustituto de la función 
endotelial, se produjo con menos frecuencia en pacientes hipertensos que recibieron 
carvedilol vs metoprolol (Di Nicolantonio y cols., 2012). 
Por todo ello, el uso terapéutico del carvedilol, nos da la oportunidad de utilizar 
un agente cardioprotector con un perfil clínico beneficioso y sin los efectos 
hemodinámicos y metabólicos relacionados con la terapia tradicional β-bloqueante.  
  
OBJETIVOS 





Las catecolaminas endógenas activan en mayor o menor medida los AR α1 y β y, 
por tanto, intervienen en la modulación adrenérgica del tono vascular que va a 
depender del equilibrio existente entre la vasoconstricción producida por la 
estimulación de los AR α1 y la vasodilatación mediada por los AR β.  Se conoce también 
que el NO endotelial ejerce un papel modulador, produciendo una vasodilatación que 
se opone a la vasoconstricción inducida por la activación de los AR α1 y favorece la 
vasodilatación mediada por los AR β.  Además, el NO juega un papel importante en la 
pérdida de respuesta vasoconstrictora tras la estimulación repetida de los AR α1, lo que 
se ha denominado “desensibilización mediada por NO”, que representa un mecanismo 
de defensa que evita la sobre-estimulación vascular derivada de una descarga 
catecolaminérgica.  
El envejecimiento se asocia con una disfunción endotelial y una disminución de 
la biodisponibilidad de NO, con la consecuente alteración e incluso pérdida de los 
mecanismos vasodilatadores mediados por NO, entre ellos, la modulación de las 
respuestas α1 y β así como el proceso de desensibilización α1 mediado por NO.  Estas 
alteraciones debidas al proceso de envejecimiento podrían tener consecuencias 
importantes sobre la regulación del tono vascular, la postcarga cardiaca y la presión 
sanguínea y un mejor conocimiento de estos procesos es esencial para entender los 
factores implicados en el desarrollo de patologías cardiovasculares relacionadas con la 
edad y asociadas con la disfunción adrenérgica, como la hipertensión o la IC. 
Los bloqueantes de los AR β se utilizan en el tratamiento de diferentes patologías 
cardiovasculares y han demostrado mejorar el pronóstico en estos pacientes. Dentro de 
este grupo de fármacos, el carvedilol (β-bloqueante de tercera generación) presenta un 
perfil farmacológico peculiar, antagonizando de forma no selectiva los tres subtipos de 
AR β, sin actividad intrínseca sobre ellos, y con propiedades vasodilatadores por su 
acción antagonista de los AR α1 asociada a su capacidad para aumentar la 
biodisponibilidad de NO. Este perfil conduce, en la práctica clínica, a mejores resultados 
en cuanto a reducción de la mortalidad cardiovascular en pacientes con IC y en la 
actualidad es uno de los fármacos de elección en el tratamiento de esta patología. Por 





la modulación de los efectos analizados en la presente Tesis,  derivados de la 
estimulación α1 y/o β y la intervención del NO en los mismos.  
Con estos antecedentes y para responder a las diferentes hipótesis planteadas 
se propusieron los siguientes objetivos específicos: 
1. Estudiar el mecanismo de desensibilización de los AR α1 mediado por NO, 
determinando en aorta de ratas Wistar y SHR de diferentes edades: 
(i) el papel de los diferentes subtipos de AR α1 (α1A, α1B o α1D) y de las 
isoformas constitutivas de la NOS (eNOS, nNOS) y sus cambios con la 
edad  
(ii)  la influencia del envejecimiento y la hipertensión en este proceso 
Para traducir los resultados en modelos animales a la enfermedad 
cardiovascular humana, se evaluó la expresión de los subtipos de AR α1, eNOS 
y nNOS en el ventrículo izquierdo de un grupo de pacientes con IC con un 
amplio rango de edad. 
2. Determinar la influencia del envejecimiento y la hipertensión en la 
vasodilatación mediada por  la activación de los diferentes subtipos de AR β 
y la interacción entre los AR α1 y β en aorta de ratas Wistar y SHR de 
diferentes edades. 
3. Analizar el efecto del tratamiento crónico de ratas hipertensas (SHR) con 
carvedilol, comparándolo con propranolol, sobre las acciones mediadas por 
la activación de los AR α1 y β a nivel vascular.  
 
 
 MATERIALES Y MÉTODOS 
   




1.-Animales de experimentación 
El cuidado y tratamiento de los animales se realizó siguiendo la legislación 
española recogida en el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, sobre « Protección de 
los animales utilizados para experimentación y otros fines científicos» el cual transpone 
y desarrolla la Directiva de la Unión Europea (2010/63/UE). Además, todos los 
protocolos utilizados han sido aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal 
de la Universidad de Valencia. 
Todos los animales fueron estabulados hasta su sacrificio, siguiendo ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas a una temperatura ambiental de 22ºC y 60 % de humedad; con 
alimentación artificial y agua de bebida ad libitum. 
Se emplearon ratas macho Wistar de 16, 32, 52 y 72 semanas de edad, criadas 
en el servicio de Producción animal del SCSIE de la Universidad de Valencia. También se 
emplearon ratas macho espontáneamente hipertensas (SHR) de 16, 32, 52, 72 semanas 
de edad, como modelo de animal de hipertensión arterial, los cuales se obtuvieron de 
Harlan Interfauna Ibérica, Spain. 
El sacrificio de los animales se realizó mediante decapitación y posterior 
exanguinación, utilizando previamente isofluorano (IsoFlo®, Esteve) como anestésico 
inhalatorio volátil. El procedimiento se llevó a cabo teniendo en cuenta las 
recomendaciones para la eutanasia de los animales, de la Dirección general de medio 
ambiente (DGXI) de la comisión Europea, para el sacrificio con el mínimo sufrimiento 
físico y mental del animal (Close y cols., 1996). 
Tratamiento con Carvedilol y Propranolol 
En algunos experimentos las ratas fueron tratadas con beta bloqueantes, 
carvedilol y propranolol, durante 4 semanas. Se utilizaron en este caso, ratas hipertensas 
(SHR) de mediana edad (52 semanas) (n=10), tratadas o no con Carvedilol (10 mg/kg/día) 
y de edad avanzada (72 semanas) (n=10) tratadas o no con Propranolol (125 mg/kg/día). 
Las ratas SHR de 52 semanas fueron distribuidas en 2 grupos de forma aleatoria, 5 ratas 
tratadas con carvedilol y 5 ratas (grupo control) a las que se administró el vehículo de 




disolución (carboximetilcelulosa 0,5%). En cuanto a las ratas SHR de 72 semanas las 10 
ratas fueron divididas aleatoriamente en dos grupos experimentales que recibieron 
respectivamente propranolol (n=6) o agua (n=4). 
Las dosis de carvedilol (10 mg/kg/día) o propranolol (125mg/kg/día) se ajustaron 
en función del peso y necesidades diarias de bebida de los animales, y se administraron 
con el agua de bebida. 
Desde la semana cero (antes de iniciar el tratamiento) y semanalmente durante 
las cuatro semanas del tratamiento se midió la presión arterial sistólica en la cola de las 
ratas no anestesiadas, usando un método pletismográfico (NIPREM 645; Cibertec, 
Madrid, España). 
Los tratamientos con Carvedilol y Propranolol se llevaron a cabo en colaboración 
con estudiantes de Máster, siendo parte de su trabajo fin de Máster.  
2.-Modelos humanos: selección de pacientes 
Las muestras humanas utilizadas para la realización de la presente tesis doctoral 
proceden del Hospital La Fe de Valencia (España). Esta investigación se ajusta a los 
principios esbozados en la Declaración de Helsinki y se llevó a cabo con la aprobación de 
los Comités de Ética de la Universidad de Valencia y del Hospital La Fe de Valencia. Los 
pacientes firmaron el consentimiento por escrito antes de ser incluidos en el estudio. 
Se obtuvieron muestras de explantes de ventrículo izquierdo (VI) de corazones 
insuficientes que fueron obtenidas a partir de  pacientes sometidos a trasplante por 
presentar IC en fase terminal (clasificados de acuerdo con la New York Heart Association 
como clases funcionales III a IV). Todos ellos estaban recibiendo terapia para el 
tratamiento de la IC con estimulantes cardiacos como dopamina, noradrenalina y 
dobutamina; antagonistas del receptor mineralcorticoide como espironolactoba; β-
bloqueantes como carvedilol; inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina 
(IECAs); o fármacos antiarrítmicos como amiodarona y digoxina, en función del estado 
hemodinámico de los pacientes. Se excluyeron pacientes con enfermedades 




concomitantes graves que contraindicaran la realización del trasplante cardiaco. Las 
características de la población de estudio se muestran en la siguiente Tabla 1. 
Tabla 1: Características de la población estudiada. 
Sexo (H/M) 24/5 
Edad,  (media ± e.e.m.) 51 ± 2 
IMC, Kg / m2  (media ± e.e.m.) 26.74 ± 0.86 
Hipertensión, n (%) 8 (26) 
Diabetes, n (%) 3 (10) 
 
Dobutamina, n (%) 9 (31) 
Noradrenalina, n (%) 5 (17) 
Dopamina, n (%) 4 (14) 
Espironolactona, n (%) 19 (65) 
IECAs, n (%) 18 (62) 
Β bloqueantes, n (%)  14 (48) 
Amiodarona, n (%) 2 (7) 
Furosemida, n (%) 25 (86) 
Digoxina, n (%)  8 (28) 
H/M: hombre/mujer; IMC: índice masa corporal; IECA: inhibidores de la enzima convertidora de 
la angiotensina; n: número de pacientes 
Tras la extracción del corazón, se obtuvieron muestras transmurales de 
miocardio insuficiente explantado de la parte posterior del ventrículo izquierdo (VI) 
adyacente al septo interventricular, evitando las áreas que contienen tejido de la cicatriz 
de infarto visible (zonas que macroscópicamente se consideran con fibrosis). 
Todas las muestras que se obtuvieron se congelaron inmediatamente en 
nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su procesamiento. Las muestras del VI 
que se incluyen en la presente tesis se han utilizado anteriormente para determinar la 
expresión de las isoformas  eNOS y nNOS y  se las ha relacionado con las variables clínicas 
características de la IC (Vicente y cols., 2013). Ahora, extendemos el estudio para 
determinar la expresión de los tres subtipos de AR α1 (α1A, α1B y α1D). 




3.-Fármacos utilizados  
La siguiente tabla (Tabla 2) muestra los fármacos utilizados en los diferentes 
estudios realizados a lo largo de la presente tesis: 
Tabla 2: Fármacos utilizados en los estudios de órgano aislado. 
Alfa Características Concentraci
ón (R)-(-) Fenilefrina hidrocloruro Agonista α1 10
-8 – 10-5 
M BMY 7378 Antagonista α1D 10
-8 M 
5-Metil Urapidil Antagonista α1A 10-7 M 
βeta   
(±) Isoprenalina hemisulfato Agonista no select 
selectivo β1/2 
10-9 – 10-4,5 
M Dobutamina hidrocloruro Agonista selectivo β1 10
-9 – 10-4,5 
M Salbutamol hemisulfato Agonista selectivo β2 10
-8 – 10-4 
M SR 58611A Agonista selectivo β3 10
-9 – 10-4 
M CL316,243 Agonista selectivo β3 10
-9 – 10-4 
M Otros   
5-Hidroxitriptamina Agonista 5-HT 10-9 - 10-5 M 
Acetilcolina Agonista colinérgico 10-7 – 10-4 
M Nitroprusiato sódico Donador de NO 10
-10 – 10-6 
M Metil-β-Ciclodextrina Disruptor caveolas 10
-4 M 
Carvedilol Β1/2, α1 bloqueante 10-7 M 
Inhibidores NOS   
Nω-Nitro-L-Arginina metil éster (L-NAME) Inh. NOS 10-4 M 
S-Metil-L-tiocitrulina (SMTC) Inh. de la nNOS 10-6 M 
 1-[2-(Trifluoromethyl) phenyl]imidazol 
(TRIM) 
  (TRIM) 
Inh. de la nNOS 50 µM 
Otros Inhibidores   
U 0126 Inh. de la ERK1/2 10-5 M 
LY294002 Inh. PI3-K 5x10-5 M 
Ro 31-8425 Inh. de la PKC 10-6 M 
 
Todos los productos se obtuvieron de Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA), excepto 
el SR 58611A que fue una donación de Sanofi-Aventis (Bridgewater, N.J.). Se disolvieron 
casi todos los reactivos en agua excepto: isoprenalina que se disolvió en ácido ascórbico 
(AA) al 0,01%; TRIM se disolvió en 0,035% dimetil sulfóxido (DMSO), U0126 se disolvió 
en 0,1% DMSO, Ro 31-8425 se disolvió en 0,045% DMSO y SR58611A que se disolvió en 
etanol al 20% y carvedilol en carboximetilcelulosa 0,5%. 




4.-Estudios funcionales de reactividad vascular en baño de 
órgano aislado 
4.1.-Preparación del tejido y montaje de los vasos en baño de órganos 
Las diferentes arterias  de rata se aislaron y extrajeron del animal de forma rápida 
y cuidadosa siguiendo las siguientes especificaciones: 
Arteria Aorta: Tras realizar una toracotomía, se separan los pulmones y el 
corazón dejando al descubierto el segmento de arteria, que se extrae disecándolo con 
cuidado para no dañar el vaso, desde el cayado aórtico hasta el diafragma, con ayuda 
de unas pinzas y tijeras de punta fina. La arteria extraída se colocó en una placa Petri 
que contenía la solución fisiológica de Krebs (NaCl 118 mM, KCl 4.75 mM, CaCl2 1.8 mM, 
MgCl2 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3 25 mM y glucosa 11.0 mM pH= 7.5) burbujeada 
con carbógeno (95% O2 y 5% CO2), donde se limpió cuidadosamente la grasa 
perivascular, dejando así la pared arterial desnuda. 
La arteria se dividió en anillos de aproximadamente 3-4 mm de longitud para su 
posterior montaje en baño de órganos.  
Arteria Caudal: La cola del animal fue inmovilizada con ayuda de unas pinzas y 
ayudándose con un bisturí se separaron todos los tejidos (epitelial, tendinoso y 
cartilaginoso). El tramo utilizado para el estudio se aisló de la zona próxima al comienzo 
de la cola y se colocó en una placa con solución fisiológica de Krebs y burbujeada con 
carbógeno. 
La arteria se dividió en anillos de aproximadamente 4-5 mm de longitud para su 
posterior montaje en baño de órganos. 
En los casos en que el protocolo experimental lo requería, se procedió a la 
eliminación mecánica del endotelio, introduciendo una cánula de calibre apropiado a la 
luz del vaso repetidas veces, también con cuidado para no dañar la capa muscular y 
perder así la capacidad contráctil y relajante de ésta.  




Los anillos se suspendieron en un baño de órganos con 10 mL de solución de 
Krebs. El baño se mantuvo en todo momento termostatado a 37 ºC y con aporte 
constante de carbógeno. A través del lumen de cada segmento arterial se introdujeron 
dos finos alambres de acero inoxidable, uno se fijó al baño de órganos y el otro se 
conectó a un transductor isométrico de fuerza - desplazamiento (Grass FT03), acoplado 
a un sistema de adquisición de datos (PowerLab/8SP; ADInstruments). Los cambios de 
tensión isométrica se registraron mediante un programa informático (Chart v5; 
ADInstruments).  
Antes de iniciar cada protocolo experimental, las preparaciones se sometieron a 
una tensión inicial de 1 g y se mantuvieron durante un periodo de estabilización de 60 
minutos, cambiando el líquido nutricio de Krebs cada 20-30 minutos y ajustando la 
tensión de las diferentes preparaciones hasta obtener una línea basal estable. 
Arteria mesentérica de resistencia (AMR): Se realizó una laparotomía mediante 
una incisión a nivel abdominal, se extrajo el intestino y se puso en una placa conteniente 
solución fisiológica de Krebs (NaCl 118 mM, KCl 4,75 mM, CaCl2 1,8 mM, MgCl2 1,2 mM, 
KH2PO4 1,2 mM, NaHCO3 25 mM y glucosa 11 mM) a pH = 7,4. El intestino se extendió 
con cuidado con unas pinzas, para visualizar mejor los tejidos adiposo y conectivo que 
se encuentran adheridos a la vasculatura esplácnica. La separación de dichas 
adherencias mediante la utilización de material especial quirúrgico permitió visualizar la 
arteria mesentérica superior y sus ramas. A continuación, con la ayuda de una lupa de 
disección de 20 aumentos (Leica S6E), se aislaron las segundas y terceras ramas de las 
AMR. Cuando el protocolo exigía la ausencia de endotelio, éste fue eliminado mediante 
fricción con un fino alambre. Esta operación se llevó a cabo con cuidado para no dañar 
la capa muscular del vaso y perder así su capacidad contráctil y relajante. 
Los anillos de AMR (2 mm) se montaron en un miografo (modelo 610M, JP 
Trading, Dinamarca) con solución de Krebs a 37ºC y gaseados con 95% de O2 y 5% de 
CO2. El diámetro interno de AMR se ajustó a una tensión equivalente a 0,9 veces el 
diámetro estimado a 100 mmHg de presión transmural efectiva (l100 = 90-180 μm) de 
acuerdo con el procedimiento estándar de Mulvany y Halpern (1977). 
 




4.2.- Descripción de los protocolos experimentales  
En todos los casos al inicio del experimento se comprobó la funcionalidad del 
vaso mediante la obtención de una meseta de contracción con KCl (80 mM) y se 
determinó la integridad funcional del endotelio vascular mediante la realización de 
curvas concentración respuesta (CCR) de relajación de acetilcolina (ACh) (ver Gráfica 1 y 
2 en apartado I.1 y II. De resultados). 
Para ello, transcurrido el periodo de estabilización de 60 minutos, se adiciona a 
los baños 10 mL de una solución nutricia despolarizante de KCl 80 mM (se obtiene por 
sustitución equimolecular de NaCl por KCl), durante 10 minutos para comprobar la 
funcionalidad de todos los vasos. La magnitud de esta contracción se utilizará como 
referencia en el análisis de los resultados.  
Tras un periodo de lavado (15 minutos) comprobamos la integridad funcional del 
endotelio observando la vasorelajación mediada por un agonista muscarínico, 
acetilcolina (ACh 10 μM), sobre la meseta de contracción inducida por una 
concentración única del agonista α1 fenilefrina (FE 1 μM aorta; FE 10 μM caudal y FE 10 
μM AMR) (Furchgott, 1984). Se consideraron las preparaciones con endotelio intacto 
cuando la relajación de ACh respecto a la meseta de contracción obtenida con FE fue 
mayor del 70% (Wistar) o 35% (SHR de edad media o avanzada). Se consideraron anillos 
sin endotelio aquellos en los que la relajación de acetilcolina fue inferior al 10%.  
A continuación se realizaron dos tipos de protocolos generales que se describen 
con detalle en el apartado de resultados. Uno de ellos para determinar la 
desensibilización del AR α1 por la activación  repetida con un agonista α1 (fenilefrina, 
FE), en el que se realizaron dos CCR de contracción con FE consecutivas (CCR1 y CCR2) 
(Gráfica 1, apartado 1.1 de resultados). En el otro protocolo se estudió el efecto de la 
activación de los AR β en el tono vascular analizando la acción relajante de distintos 
agonistas con un perfil de selectividad diferente por los subtipos de los AR β así como el 
proceso de desensibilización heteróloga de los AR α1 tras estimulación de los  AR β;  se 
realizaron dos CCR de contracción de FE, pero la segunda tras la realización de una CCR 
de relajación con agonistas de los AR β como se detalla en el apartado 2 de resultados 
(Gráfica 2). Los agonistas de los AR β utilizados fueron: Isoprenalina (agonista no 




selectivo β1/β2), Dobutamina (agonista selectivo β1), Salbutamol (agonista selectivo β2), 
SR58611A (agonista selectivo β3) y CL316243 (antagonista 1 y 2, agonista β3) hasta 
alcanzar la máxima relajación. 
En algunos casos, para estudiar la influencia del endotelio y del NO, los experimentos se 
realizaron en diferentes condiciones experimentales:  
- en anillos con endotelio (E (+)); 
- en anillos desprovistos de endotelio, E (-); 
- en anillos con endotelio incubados en presencia diferentes inhibidores de la NOS: 
 Nω-Nitro-L-Arginina metil éster (100 μM) (L-NAME),  inhibidor no 
selectivo de las tres isoformas de la NOS (eNOS, nNOS e iNOS),   
 S-Methyl-L-Thiocitrulline (1 μM), (SMTC) y  1-
[2(trifluoromethyl)phenyl]imidazol (50 μM) (TRIM), inhibidores 
selectivos de nNOS. 
Los diferentes inhibidores se añadieron 30 minutos antes y durante la realización de las 
CCR1 de FE y/o CCR2 de FE y en algunos casos sobre las mesetas de contracción máximas 
tras CCR1 y CCR2, según se indica en los resultados. 
 
Para estudiar la participación del subtipo de AR α1 implicado en la 
desensibilización  mediada por nNOS, se utilizaron dos antagonistas selectivos, el 5-
Metil-Urapidil (antagonista α1A selectivo; 100 nM) (5MeU) y el BMY 7378 (antagonista 
α1D selectivo; 10 nM) (BMY), adicionados al baño de órganos 30 minutos antes y durante 
la primera CCR1 de FE, tras lavado de la preparación se realiza la segunda curva de FE. 
Al finalizar el protocolo los anillos fueron congelados para determinar posteriormente 
la expresión proteica de nNOS mediante Western Blot. La concentración de cada 
antagonista en aorta de rata fue del mismo orden que sus pKB (constante de disociación 
del antagonista) (8,28 para el BMY; 6,82 para 5MeU) (Gisbert y cols., 2003).  
 
Se analizó también el efecto de diferentes inhibidores de las vías de señalización 
del AR α1 (PKC, ERK 1/2 y/o PI3K) en el proceso de desensibilización de los AR α1. Los 
inhibidores ensayados fueron: Ro 31-8425 (1 µM) (inhibidor de la PKC), U0126 (10 µM) 




(inhibidor de la ERK 1/2) o LY294002 (50 µM) (inhibidor de la PI3K) que se adicionaron 
al baño de órganos 30 minutos antes y durante la primera CCR1 de FE.  
 
Se determinó la funcionalidad del endotelio en ratas de diferentes edades y/o posibles 
alteraciones en la vía del NO mediante la realización de CCR de relajación con ACh y 
nitroprusiato sódico que fueron adicionados sobre la meseta de contracción de FE (1 µM). 
4.3.- Análisis de resultados 
Las CCR de contracción de FE se expresan como porcentaje respecto a la 
contracción inicial de KCl 80 mM y en algunos casos se expresan como porcentaje 
respecto a la máxima respuesta de FE en la CCR1. Las CCR de relajación por los diferentes 
agonistas β ensayados (Isoprenalina, Dobutamina, Salbutamol, CL316243 y SR58611A) y 
por ACh y nitroprusiato se expresan como porcentaje respecto a la contracción previa 
inducida por el agente contráctil (FE). En todos los casos, las CCR de contracción o 
relajación fueron ajustadas por regresión no lineal (curva sigmoidea, pendiente variable) 
mediante el programa GraphPad Prism Software versión 4.0 (Inc. San Diego CA, USA), 
obteniendo los siguientes parámetros:   
 Emax = efecto máximo contráctil o relajante.  
 pEC50 = logaritmo negativo de la EC50 (concentración a la que el compuesto 
produce el 50 % del efecto máximo, sea contracción o relajación). En el caso de 
que el ajuste de la curva fue significativo para dos sitios de unión, se obtuvieron 
dos valores de potencia: pEC50 (1) y pEC50 (2), para el sitio de unión de alta y de 
baja afinidad, respectivamente. En este caso también se calculó el porcentaje de 
receptores que hay en cada sitio. 
El análisis estadístico de los resultados obtenidos se realizó empleando el 
software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc. San Diego CA, USA). Los valores se 
expresan como la media ± el error estándar de la media (media ± e.e.m.) para las n 
determinaciones obtenidas de diferentes animales. El análisis estadístico se ha realizado 
utilizando el test t Student de muestras apareadas o independientes. Las diferencias 
fueron consideradas significativas a partir de valores de *p < 0,05. 




5.-Cuantificación de la expresión génica de los subtipos de ARs 
α1 y de las isoformas de NOS  
El análisis cuantitativo de la expresión génica de diferentes subtipos de AR α1 
(Adra1a (AR α1A), Adra1b (AR α1B),  Adra1d (AR α1D), y las isoformas de la NOS (nNOS 
(Nos1), eNOS (Nos3)) se realizó mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real, tal y como 
se describe a continuación. 
5.1.-Extracción del ARN total  
Las muestras tisulares se sometieron a un proceso previo de triturado, que 
variará en función del tejido a pulverizar. Durante este proceso los tejidos se mantienen 
congelados con nitrógeno líquido para evitar su degradación. Los experimentos se 
realizaron en condiciones apropiadas libres de RNasas (RNase ZAP®, Sigma). 
Se trituraron cada uno de los tejidos convirtiéndolos en un homogenizado 
pulverulento que se añade a un eppendorf que contiene 1 mL de reactivo de lisis Tripure 
Isolation Reagent (Roche Applied Science, Alemania) que destruye las membranas 
celulares de manera que los ácidos nucleicos, acompañados de otros compuestos 
(proteínas, enzimas, carbohidratos), queden disponibles para su posterior 
procesamiento. 
El aislamiento de ARN total tuvo lugar con varias centrifugaciones utilizando 
productos de menor a mayor hidrofilia. Con el fin de eliminar restos de tejido y/o restos 
celulares no lisados, a partir del homogenizado de las muestras con el reactivo de lisis 
(Tripure Isolation Reagent), se realizó una primera centrifugación a 12.000 g durante 10 
minutos a 4°C, conservando el sobrenadante que deberá permanecer a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. Pasado ese tiempo se añade a la muestra un volumen de 
200 μL de cloroformo por cada ml de reactivo Tripure, mezclando la muestra 
intensamente durante 15 segundos con ayuda del vórtex. Dejamos 10 minutos la 
muestra a temperatura ambiente para que las fases se separen. Para facilitar la 
separación y precipitación del ADN genómico, se realizó una segunda centrifugación a 
12.000 g durante 15 minutos a 4°C. El ARN disuelto en la fase acuosa quedará en la parte 
superior. Se recoge la fase superior acuosa que contiene el ARN total, con cuidado de 




no tocar la interfase. Posteriormente, se añade un volumen de 500 μL de isopropanol 
por cada mL de reactivo Tripure, mezclando suavemente. Este reactivo facilita la 
precipitación de los ácidos nucleicos dejando la mezcla en reposo durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se realizó una tercera centrifugación a 
12.000 g durante 10 minutos a 4°C, obteniendo un pellet de ARN total. Descartamos el 
sobrenadante por vertido y lavamos el pellet con 1 mL de etanol diluido al 70% en agua 
tratada con DEPC (dietil pirocarbonato). Para recoger el pellet lavado realizamos una 
última centrifugación a 7.600 g durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, se descarta el 
sobrenadante por vertido y el pellet se somete a secado bajo la luz de un flexo el tiempo 
necesario. Para terminar, el pellet  es resuspendido y disuelto en el volumen mínimo 
necesario de agua tratada con DEPC e inmediatamente cuantificado y almacenado a ‐
80°C hasta su  posterior uso. La integridad y la concentración de ARN extraído se 
examinó con la ayuda de un sistema automático de electroforesis microfluídica 
(Experion™ RNA StdSens Analysis kit, BIO-RAD), usando el kit de sensibilidad estándar 
para análisis de ARN total (Bio‐Rad) y siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante. 
 5.2.-Transcripción Reversa (RT) – Síntesis de ADNc 
La reacción de Transcripción Reversa o Retrotranscripción se llevó a cabo con el 
ARN total de las muestras de tejido que obtuvimos. Se incubó el ARN total (500 ng) con 
el cebador oligo (dT16) (250 ng) en agua‐DEPC a 70°C. La reacción de RT fue ajustada a 
un  volumen final de 20 μL,  con el consiguiente mix de reacción; Buffer-RT 5x, 3 mM de 
MgCl2, 0,5 mM de cada deoxinucleósido trifosfato, 20 U del inhibidor de ribonucleasas 
recombinante RNAsin® (Promega Corp. Madison, USA), y 1 μL de Transcriptasa reversa 
ImProm‐IITM (Promega Corp. Madison, USA). Se realizó un primer ciclo de hibridación a 
25°C durante 5 minutos y seguidamente la reacción de extensión transcurrió a 42°C 
durante 60 minutos. Transcurrido este periodo, la enzima fue inactivada incubando a 
70°C durante 15 minutos. En todos los casos, una vez finalizadas las reacciones, el ADNc 
sintetizado se almacenó a ‐20°C hasta su posterior uso. 
 




5.3.-Reacción en Cadena de la Polimerasa a tiempo real (qPCR)  
Los ARNm codificantes para cada uno de los 3 subtipos de AR α1 (Adra1a (AR α1A), 
Adra1b (AR α1B),  Adra1d (AR α1D), los 3 subtipos de AR β Adrb1 (AR β1), Adrb2 (AR β2) y 
Adrb3 (AR β3), las isoformas de la NOS (nNOS (Nos1), eNOS (Nos3)) y para el 
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (Gapdh) como control interno, se cuantificaron 
mediante TaqMan® RT‐PCR a tiempo real usando el termociclador GeneAmp 7500 Fast 
system (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).  
Diluciones 1/10 de la reacción de la RT previa se analizaron (por duplicado) 
mediante ensayos Taqman® de expresión génica (Taqman® Gene Expression Assays, 
Applied Biosystems), consistentes en una mezcla 20X de cebadores y sonda Taqman® 
MGB (minor groove binder; ligando de unión al surco menor del ADN) marcada con el 
fluorocromo 6‐FAMTM en el extremo 5’ de la sonda y un quencher (o apantallador) no 
fluorescente en el extremo 3’, diseñados para la detección y cuantificación de 
secuencias génicas específicas por RT‐PCR a tiempo real de dos pasos. 
Los ensayos Taqman® de expresión génica están optimizados para alcanzar gran 
sensibilidad y especificidad en condiciones universales de termociclado, garantizando su 
reproducibilidad. Las sondas se diseñaron para hibridar en la unión exon‐exon y así 
mejorar la especificidad de hibridación y evitar la contaminación por ADN genómico 
(Taqman® Gene Expresión Assays protocol, Applied Biosystems, US). Las reacciones se 
ajustaron a un volumen de 25 μL con Taqman® Universal Master Mix (AmpliTaq Gold® 
DNA Polymerase; Applied Biosystems, US), incluyendo 5 μL de la dilución de la reacción 
de transcripción reversa y 1,2 μL de la mezcla 20X de sonda (250 nM) y cebadores (900 
nM) (Taqman® Gene Expresión Assays). El ADNc fue amplificado según las indicaciones 
del fabricante: un primer paso de activación de la Polimerasa a 95°C durante 10 minutos 
y 40 ciclos compuestos de dos pasos: desnaturalización a 95°C durante 15 segundos e 
hibridación/extensión a 60°C durante 1 minuto. Tanto las muestras como el gen de 
referencia (GAPDH) fueron amplificados en reacciones paralelas. 
 
 




Tabla 3: Sondas Taqman® de expresión génica utilizados. 
Rata Humano 
Gen (Símbolo) Id. Sondas Gen (Símbolo) Id. Sonda 
GAPDH (Gapdh) Rn99999916_s1 GAPDH (GAPDH) Hs99999905_m1 
nNOS (NOS1) Rn02132634_s1 nNOS (NOS1) Hs00167223_m1 
eNOS (NOS3) Rn00583793_m1 eNOS (NOS3) Hs00167166_m1 
Adra1a (AR α1A) Rn00567876_m1 ADRA1A (AR α1A) Hs00169124_m1 
Adra1b (AR α1B) Rn01471343_m1 ADRA1B (AR α1B) Hs00171263_m1 
Adra1d (AR αD) Rn00577931_m1 ADRA1D (AR αD) Hs00169865_m1 
Datos proporcionados por Applied Biosystem. 
5.4.-Análisis de los resultados 
Los valores del ciclo umbral (“threshold cycle”, Ct) obtenidos para cada gen en 
cada reacción se calcularon mediante el programa informático 7500 Fast sequence‐
detectionsystem (Applied Biosystems, US). Los valores Ct fueron normalizados usando 
como gen de referencia GAPDH, siendo ΔCt la diferencia entre Ct del gen estudiado y el 
de referencia. El valor ΔCt se transformó matemáticamente mediante la expresión 2‐ΔCt 
x104, directamente proporcional al número inicial de copias de cada gen (Livak y 
Schmittgen, 2001). 
El análisis estadístico de los resultados obtenidos se realizó empleando el 
software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc. San Diego CA, USA). Los 
resultados se representan como la media ± el error estándar de la media (e.e.m.) para 
las n determinaciones obtenidas de diferentes muestras. El análisis estadístico se ha 
realizado utilizando el test de ANOVA de una vía seguido de la corrección de Newman 
Keuls. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p < 0,05. En el caso de 
las muestras de ventrículo izquierdo procedentes de explantes de pacientes con IC  
sometidos a trasplante cardiaco se realizó una correlación de Spearman para establecer 
la asociación entre la edad de los pacientes y los niveles de expresión génica 
determinados  (la correlación es considera significativa si p <0,05 es considerado 
significativo).  




6.-Cuantificación de la expresión proteica  
Se analizaron los cambios en la expresión proteica de las isoformas de la nNOS y 
su forma fosforilada (p-nNOS) en anillos de aorta incubados en baño de órganos en 
diferentes condiciones experimentales, que se detallan en el apartado de resultados, 
mediante Western Blot y posterior análisis densitométrico, como se describe a 
continuación.  
6.1.-Extracción de proteínas totales 
Las muestras congeladas a -80 ºC se trituraron en un mortero de 
porcelana/pistón de acero hasta obtener un polvo fino. El homogeneizado fue introdujo 
en un eppendorf que contenía la solución de lisis RIPA: 50 mM HEPES (Acido 2-[4-(2-
hidroxietilpiperazin-l-il)]) pH=7.5, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 1.5 mM MgCl2, 0.1% SDS 
(Docecil Sulfato de Sodio), 1 mM EGTA, 100 mM NaF, 1% Tritón X-100, 1% deoxicolato 
sódico, junto a una mezcla comercial que contenía inhibidores de proteasas (Complete®, 
Roche Applied Science) y fosfatasas (PhosSTOP®, Roche Applied Science). 
Posteriormente, se homogeneizaron las muestras con ayuda del sonicaror (Microson™ 
XL 2000 ultrasonic Liquid Processor) durante 3 ciclos de 5 segundos y, a continuación, se 
centrifugaron 15 minutos a 4ºC y 16.100x g. El sobrenadante obtenido, el cual contenía 
las proteínas solubles totales, fue alicuotado y almacenado a -80ºC. La concentración de 
proteínas se determinó mediante el método Bradford (Bio-Rad Hercules CA, USA) 
utilizando la albúmina de suero bovino (BSA, Sigma) como curva estándar.  
6.2.-Inmunodetección de proteínas  
Para realizar los experimentos de Western Blot se prepararon 15 μg de proteína 
total con tampón de carga que contiene 60 mM Tris-HCl pH=6.8, 10% glicerol v/v, 2% 
SDS, 5% β-mercaptoetanol v/v y 0.01% azul de bromofenol y se desnaturalizaron a 95ºC 
durante 5 minutos. De forma paralela, y para determinar el peso molecular de los 
péptidos detectados, se cargó en el gel el marcador de pesos moleculares Precision Plus 
Protein Standard-Kaleidoscope (Bio-Rad).  




La separación de las proteínas se realizó mediante electroforesis húmeda 
utilizando geles de poliacrilamida al 7% que se prepararon usando una solución mixta 
de acrilamida/bis-acrilamida al 40% (Bio-Rad). La electroforesis se realizó en tampón de 
electroforesis Tris-Glicina-SDS: 25 mM Tris pH=8.3, 192 mM glicina y 0.1% SDS a un 
voltaje constante de 115 V durante 120 minutos. Transcurrido ese tiempo, los geles se 
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinildieno (PVDF) durante 2 horas a 
4ºC a un amperaje constante de 375 mA (transferencia líquida) en tampón de 
transferencia Tris-Glicina-Metanol: 25 mM Tris pH=8.3, 192 mM glicina, 20% metanol y 
0.01% SDS. Tanto para la electroforesis como para la transferencia se utilizó el sistema 
Mini-Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell System (Bio-Rad Hercules CA, USA). 
Las membranas se bloquearon con albúmina de suero bovino al 3% (BSA, Sigma) 
en PBS-T (PBS con 0,1% Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente y en continua 
agitación. Tras varios lavados con PBS-T, se incubaron las membranas toda la noche a 
4ºC, en rotación, con los anticuerpos policlonales primarios diluidos en PBS-T frente a 
cada isoforma de la NOS y subtipo de AR α1 estudiadas. Los anticuerpos y las diluciones 
empleadas en la presente tesis se resumen en la Tabla 3. Posteriormente, se realizaron 
3 lavados con PBS-T para eliminar los restos de anticuerpo primario y las membranas se 
incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa en PBS-T durante 
45 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se repitieron los lavados con PBS-T 
para eliminar restos de anticuerpo no unido y finalmente las bandas fueron detectadas 
mediante incubación con el reactivo quimioluminiscente ECL™ Prime Western Blotting 
Detection Reagents (GE Healthcare). Como control de carga se utilizó el anticuerpo 
policlonal frente a actina.  
En el caso de las proteínas con peso molecular similar (PM) (p-nNOS vs nNOS), se 
utilizó la misma membrana lavando, entre la incubación de uno y otro, con la solución 
de stripping que contiene 100 mM 2-mercaptoetanol, 2% SDS, 625 mM Tris-HCl pH: 6,7 
y cuya finalidad es eliminar los anticuerpos primario y secundario para poder volver a 
incubar las membranas con otros anticuerpos de similar PM.   
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6.3. Análisis de los resultados 
Las imágenes de quimioluminiscencia fueron capturadas mediante el 
Autochemi™ Bioimaging System usando el soporte informático de captura Labworks 4.6 
Image Acquisition and Analysis (Ultra-Violet Products), gracias al cual también se realizó 
el análisis densitométrico mediante densitometría óptica de las bandas 
correspondientes a cada una de las proteínas objeto de estudio, normalizando con 
respecto a la densidad óptica obtenida para el control de carga actina y expresando los 
resultados como unidades arbitrarias de proteína inmunodetectable.  
El análisis estadístico de los resultados obtenidos se realizó empleando el 
software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc. San Diego CA, USA). Los resultados 
se representan como la media ± el error estándar de la media (e.e.m.) para las n 
determinaciones obtenidas de animales diferentes. El análisis estadístico se ha realizado 
utilizando el test t Student apareado o independiente. Las diferencias fueron 
consideradas significativas cuando p < 0,05. 




7.-Expresión proteica de nNOS en aorta por 
inmunofluorescencia. 
Segmentos de aorta recién extraídos del animal, se fijaron con paraformaldehido 
(4 %; pH 7,4) durante 1 hora. A continuación se realizaron 3 lavados, de 10 minutos cada 
uno, con tampón fosfato salino (PBS; 0,1 M; pH 7,4) y las arterias se mantuvieron toda 
la noche en una solución de sacarosa al 30 % en PBS. Posteriormente fueron transferidas 
a un criomolde de plástico (Bayer Química Farmacéutica, España), sumergidas en el 
medio de inclusión Tissue-Tek® OCT (Optimum Cutting Temperature, Sakura Finetek 
Europe, Zoeterwoute, Holanda), se congelaron con nitrógeno líquido y se almacenaron 
a –80°C hasta su utilización posterior. 
La aorta se cortó con un criostato en secciones transversales de 14 μm de grosor, 
y se colocaron en un portaobjetos gelatinado. Después de 90 minutos de secado a 37°C, 
se bloquearon en una cámara húmeda durante 2 horas (37°C) con PBS (pH 7,4) + Tween 
20 (0,3 %) (PBS-T), que contenía 5 % de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich, St 
Louis MO, USA). Las secciones se incubaron en la cámara húmeda durante 1 hora (37°C), 
con anticuerpos primarios específicos contra  nNOS (1:75; Life Technologies Ltd, Paisley, 
UK), diluidos con PBS-T, que contenía 2 % de BSA. A continuación se realizaron 3 lavados 
de 10 minutos con PBS-T y posteriormente las secciones se incubaron (1 hora, 37°C, en 
la cámara húmeda) con los anticuerpos secundarios IgG anti-conejo o anti-cabra 
conjugados con CyTM3 (1:200; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, 
PA, USA) diluidos con PBS-T, que contenía 2 % de BSA. 
Después de realizar 3 lavados de 10 minutos con PBS-T, las muestras se 
incubaron (10 minutos) con el colorante nuclear 2’-(4-etoxifenil)-5-(4-metil-1- 
piperacinil)-2,5’-bi-1H-benimidazol (Hoechst 33342; 0.01 mg/ml; Sigma-Aldrich, St 
Louis, MO, USA: excitación λ =351-364 nm, emisión λ = 400-500 nm). Finalmente, 
después de realizar 3 lavados de 5 minutos con PBS, las muestras se cubrieron con un 
cubreobjetos de vidrio y las señales inmunofluorescentes se visualizaron con un 
microscopioláser confocal (Leica TCS SP5; Heidelberg, Alemania) con lentes de 
inmersión en aceite (40X para aorta). Los anticuerpos secundarios conjugados con CyTM3 
se visualizaron por excitación a λ = 561 nm y emisión a λ = 600-700 nm. La 




autofluorescencia verde de la elastina de la lámina elástica (LE) se observó por excitación 
a λ = 488 nm y emisión a λ = 500-560 nm. La especificidad de la señal se evaluó por 










1.- Desensibilización del AR α1 mediada por nNOS 
Uno de los objetivos de la presente Tesis es estudiar el proceso de pérdida de la 
respuesta contráctil vascular tras la activación repetida de los AR α1 
(“desensibilización”), el mecanismo por el que se produce así como el papel 
fisiopatológico que pueda tener. 
1.1.-Desensibilización del AR α1 en aorta de rata Wistar joven 
1.1.1. Pérdida de la respuesta contráctil tras activación repetida de los AR 
α1 
Se analizó la pérdida de respuesta contráctil realizando dos curvas concentración 
respuesta (CCR) de contracción con un agonista selectivo de los AR α1 FE (Gráfica 1). 
Estas CCR se realizaron en diferentes territorios vasculares representantes de vasos de 
conductancia (aorta), de distribución (arteria caudal) y de resistencia (arteria 
mesentérica de segunda rama, AMR), obtenidos de rata Wistar.  
Al inicio del experimento, se comprueba la funcionalidad del vaso, con la adición de 
una solución despolarizante de KCl (K+ 80 mM), y la presencia de endotelio, al analizar 
la acción relajante de acetilcolina (ACh) (10 nM a 100 μM) sobre la contracción inducida 
por la adición única de FE a la concentración máxima para cada vaso (Gráfica 1). A 
continuación, se realizaron dos protocolos experimentales: 
 Gráfica 1A: se realizó la primera CCR (CCR1) añadiendo concentraciones 
acumulativas crecientes hasta la concentración que produce la respuesta 
máxima (1 μM en aorta, 10 μM en arteria caudal) o supra-máxima (3, 10 μM en 
aorta, 30 μM en arteria caudal y 10 μM en AMR) y se mantuvieron 10 min. A 
continuación, se lavó la preparación y tras un periodo de estabilización (30 min) 
se realizó la segunda curva de contracción de FE (CCR2).  
 Gráfica 1B: en la primera curva (CCR1), una vez alcanzada la concentración 
máxima (1 μM en aorta, 10 μM en arteria caudal), se mantuvo el tono contráctil 

















Gráfica 1: Protocolo experimental diseñado para estudiar la pérdida de respuesta contráctil tras 
la activación repetida de los AR a1 en diferentes territorios arteriales incubados en baño de 
órganos. Se realizaron dos curvas concentración respuesta (CCR) consecutivas de FE (CCR1 FE y 
CCR2 FE). Tras la adición de la concentración máxima de FE utilizada en la CCR1 se mantuvo la 
preparación 10 min (A)  o 1 hora (B). A continuación se lava la preparación (L) y tras un periodo 
de estabilización se realizó la segunda CCR de FE (CCR2 FE). 
La adición de concentraciones acumulativas crecientes de FE (CCR1 y CCR2) en 
los diferentes territorios vasculares de rata produce una respuesta contráctil 
concentración-dependiente cuyos parámetros característicos de respuesta máxima 
(Emax) y potencia (pEC50) se muestran en la Tabla 1. 
En aorta de rata, los resultados obtenidos muestran que existe una disminución 
del efecto máximo (Emax), pero no de la potencia, de la CCR2 respecto a la CCR1 cuando 
se alcanzan las concentraciones supra-máximas de FE (10 μM ó 3 μM) en la CCR1 o 
cuando la concentración máxima de 1 μM de FE se mantiene durante 1h.  (Tabla 1, Figura 

































En arteria caudal (Figura 1B) y en AMR (Figura 1C) no se observan cambios 
significativos en la respuesta máxima (Emax) ni en la potencia (pEC50) de la CCR2 respecto 
a la CCR1 en ninguna de las condiciones experimentales estudiadas (Tabla 1).  
Estos resultados evidencian la existencia de un proceso de desensibilización en 
aorta tras la activación repetida de los AR α1 con concentraciones elevadas de FE o 
cuando se mantiene la contracción durante un tiempo prolongado. Dicho fenómeno no 




Figura 1: Curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en 
distintas arterias: aorta (A), caudal (B) y AMR (C) de rata Wistar. Los valores se expresan como 
la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 1). *p<0.05 vs CCR1 (Test t de Student para muestras 
independientes). 
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Tabla 1: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE realizadas en aorta, caudal y AMR de rata Wistar. 
 
 
CCR1 FE CCR2 FE  
Rango de [C] Emax (%KCl) pEC50 Emax (%KCl) pEC50 n 
Aorta 
1 nM - 10
 
µM 89,3±3,8 7,34±0,08 49,6±3,2* 7,09±0,12 10 
1 nM - 3
 
µM 79,2±0,4 7,05±0,08 42,4±0,2* 6,81±0,07 9 
1 nM - 1 µM 83,8±7,4 7,20±0,11 78,4±8,4 7,23±0,13 12 
1 nM-1 µM (1h) 98,3±4,8 7,24±0,06 49,0±3,0* 6,68±0,10 9 
Caudal 
1 nM - 30 µM 130,9±1,0 5,44±0,01 125,0±1,3 5,45±0,02 5 
1 nM - 10 µM 131,0±1,2 5,42±0,01 124,6±1,3 5,46±0,02 5 
1 nM-10 µM(1h) 103,0±12,9 5,81±0,14 97,9±4,2 5,72±0,07 5 
AMR 1 nM - 10 µM 108,1±3,1 6,12±0,03 116,7±4,8 6,13±0,05 5 
 
En aorta y arteria caudal se ensayaron diferentes rangos de concentración ([C]) de FE en la CCR1. 
En algunos experimentos la máxima concentración de FE utilizada se mantuvo durante un 
periodo de tiempo prolongado (1 hora). 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax.  
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por KCl 80mM. 
*p<0.05 vs CCR1 (Test t de Student para muestras independientes). 
Para descartar que la pérdida de respuesta adrenérgica α1 proceda de una 
alteración inespecífica de la funcionalidad del vaso, se analizó la respuesta contráctil 
producida por despolarización de la membrana (KCl 80 mM) al inicio del experimento y 
al finalizar el mismo. Las contracciones obtenidas fueron similares (KCl (1) 10,00±0,86 
mN, KCl (2) 11,08±0,58 mN, n=5), luego se excluye una pérdida de la capacidad contráctil 
del vaso a lo largo del experimento.  
Se confirmó, además, que el agonista endógeno NA también produce una 
desensibilización en aorta de rata, obteniéndose una pérdida del efecto máximo de la 
CCR2 respecto a su CCR1 similar al obtenido con FE (Emax CCR1: 100,2±2,9 %KCl vs Emax 





Para determinar si la desensibilización observada era específica del AR α1, se 
estudió la acción de otro agonista contráctil, la 5-Hidroxitriptamina (5-HT). Para ello, se 
realizaron dos CCR de contracción-consecutivas de 5-HT (10 nM - 10 µM).  Los resultados 
resumidos en la Figura 2B y en la Tabla 2 muestran que CCR1 y CCR2 de 5-HT  fueron 
similares, y por tanto, no existe desensibilización tras la activación repetida de los 
receptores de 5-HT. Se analizó también si podía producirse una desensibilización 
cruzada entre agonistas, y se realizaron los siguientes protocolos: CCR de 5-HT seguida 
de CCR de FE y CCR de FE seguida de CCR de 5-HT. Tampoco en este caso se observa 
pérdida de respuesta contráctil ni de potencia a 5-HT tras FE, ni de FE tras 5-HT (Tabla 
2). El conjunto de estos resultados indica que el proceso de desensibilización depende 
exclusivamente de la activación repetida del AR α1 en aorta de rata. 
Figura 2: Curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de (A) 
noradrenalina (1 nM - 10 µM) (n=2) o (B) 5- Hidoxitriptamina  (10 nM - 10 µM) (n=5) en aorta de 
rata Wistar. Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales. *p<0.05 vs CCR1 (Test 
t de Student para muestras independientes). 
Tabla 2: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 y CCR2) de 5-Hidoxitriptamina (5-HT) y fenilefrina (FE): CCR1 5-HT/CCR2 5-
HT; CCR1 FE / CCR2 5-HT; CCR1 5-HT / CCR2 FE en aorta de rata. 
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pEC50 5,74±0,10 5,50±0,15 7,22±0,12 5,73±0,05 5,57±0,11 7,28±0,07 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax.  
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por KCl 80mM. 
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Para analizar si las caveolas (invaginaciones en la membrana plasmática 
implicadas en la endocitosis de los AR) están implicadas en el proceso de 
desensibilización mediado por FE en aorta realizamos dos CCR de FE (1 nM a 10 µM) en 
presencia o ausencia de metil-β-ciclodextrina (Mβcd) (100 µM) (agente que 
desestabiliza las caveolas de la membrana plasmática) añadiéndolo 30 minutos antes y 
en presencia de la CCR1 de FE.  
Los resultados obtenidos muestran que la presencia de Mβcd no afecta la 
respuesta contráctil inducida por FE (CCR1), obteniendo valores de Emax y pEC50 similares 
al control (Figura 3). Además, el pre-tratamiento con Mβcd no modificó el proceso de 
desensibilización del receptor adrenérgico obteniéndose una disminución significativa 
del Emax en la CCR2 lo que sugiere que la integridad de las caveolas no es necesaria para 
que se produzca la contracción ni interviene en el proceso de desensibilización del AR 
α1 mediado por FE en aorta de rata. 
Figura 3: Curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en 
aorta de rata Wistar, en presencia y ausencia de metil-β-ciclodextrina (Mβcd, 100 µM) 
adicionada 30 minutos antes y durante la realización de la CCR1. Los datos se expresan como 
porcentaje con respecto a la contracción inducida por KCl 80mM y representan la media ± e.e.m. 
de 4 animales. *p<0.05 vs CCR1 (Test t de Student para muestras independientes). 
1.1.2.- Implicación de nNOS endotelial en la desensibilización del AR α1  
Con objeto de determinar la participación del endotelio y del óxido nítrico (NO) 
en la pérdida de respuesta del AR α1 en aorta de rata Wistar realizamos dos CCR 
consecutivas de FE (1 nM a 10 µM) en diferentes condiciones experimentales: anillos 
con endotelio E(+) o sin endotelio E(-) y anillos con E(+) en presencia del inhibidor no 
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selectivo de la NOS, L-NAME  (100 µM), o en presencia de los inhibidores selectivos de 
la NOS neuronal (nNOS), SMTC  (1 µM)  o TRIM (50 µM), adicionados 30 minutos antes 
y durante la realización de las dos CCR de FE.  
Comprobamos en primer lugar el efecto de los inhibidores utilizados sobre la 
contracción de FE y la relajación inducida por ACh con objeto de determinar las 
concentraciones capaces de mostrar una selectividad por la nNOS. La incubación de la 
aorta con el inhibidor no selectivo de la NOS, L-NAME (100 μM) produjo un aumento 
significativo del Emax de la CCR1 de FE (Figura 4A), lo que sugiere que la estimulación de 
los AR α1 produce una liberación de NO de origen endotelial que contrarresta 
parcialmente la vasoconstricción inducida por el agonista α1. Sin embargo, no 
encontramos cambios en la respuesta α1 cuando los anillos se incuban con los 
inhibidores selectivos de nNOS, SMTC 1 µM o TRIM 50 µM (Figura 4A), lo que indica que 
nNOS no participa en la respuesta vasoconstrictora inducida por FE. Además, la 
incubación con L-NAME anuló la CCR de relajación inducida por ACh (10 nM - 100 μM) 
mientras que los inhibidores selectivos de nNOS, SMTC (1 μM) (Figura 4B) o TRIM (50 
μM) (Figura 4C), no modificaron la CCR de relajación de ACh, lo que evidencia una 
inhibición selectiva de la nNOS con las concentraciones ensayadas de SMTC y TRIM. 
Concentraciones más elevadas de SMTC (5 μM) y TRIM  (100 y 200  μM)  disminuyeron 





Figura 4: Curvas concentración-respuesta (CCR) de contracción de FE en aorta de rata Wistar, en 
presencia o ausencia de L-NAME 100 µM o SMTC 1 µM (A). CCR de relajación de acetilcolina 
sobre la meseta de contracción inducida por FE en aorta en presencia o ausencia de L-NAME o 
SMTC (B), o en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de TRIM (C).  Los datos se 
expresan como porcentaje con respecto a la contracción inducida por KCl 80 mM (A) o respecto 
a la contracción inducida por FE (B, C) y representan la media ± e.e.m. de 5-10 animales. *p<0.05 
vs CCR1 (Test t de Student para muestras independientes). 
Al realizar dos CCR de FE consecutivas observamos que a diferencia de lo descrito 
en anillos con endotelio en los que se observa una pérdida de respuesta contráctil 
(Figura 5A), la eliminación del endotelio (Figura 5B) y la incubación con L-NAME (100 
µM) (Figura 5C),  SMTC (1 µM) (Figura 5D) o TRIM (50 µM) (Figura 5E) previene la 
desensibilización inducida por FE, lo que sugiere la participación del NO derivado de la 
nNOS endotelial en este proceso. Los valores de pEC50 y Emax obtenidos en las diferentes 





Figura 5: Curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en 
presencia E (+) (A) o ausencia de endotelio E (-) (B) y en presencia o ausencia de L-NAME 100 µM 
(C), SMTC 1 µM (D) o TRIM 50 µM (E) en aorta de rata Wistar. Los valores se expresan como la 
media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 3). *p<0.05 vs CCR1 (Test t de Student para muestras 
independientes). 
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Tabla 3: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en presencia (E +) o ausencia (E -) de endotelio y en presencia 
de L-NAME 100 µM, SMTC 1 µM y TRIM 50 µM en aorta de rata Wistar.   
 
 CCR1 FE CCR2 FE   
 Emax (%KCl) pEC50 Emax (%KCl) pEC50 n  
E (+) 89,0±3,8 7,27±0,09 49,7±3,2* 7,05±0,12 10 
E (-) 144,7±8,3+ 7,56±0,15 140,3±10,6 7,33±0,18 6 
L-NAME 100µM 115,3±5,6
+
 7,32±0,07 112,3±6,4 7,15±0,09 7 
SMTC 1 µM 109,1±2,7 7,42±0,05 102,1±6,3 7,20±0,11 6 
TRIM 50 µM  91,4±2,9 7,24±0,07 81,4±4,2 7,29±0,10 5 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales. 
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
 Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por KCl 80mM. 
*p<0.05 vs  CR1;  +p<0.05 vs CCR1 E (+) (Test t de Student para muestras independientes). 
Para confirmar la implicación de un aumento en la expresión/actividad de la  
isoforma nNOS en la pérdida de la respuesta contráctil α1, se realizaron diferentes 
aproximaciones experimentales.  
Como se  indica en la Figura 6A se realizaron dos CCR de contracción de FE (10 
nM a 10 µM) adicionando el inhibidor SMTC (1μM) 30 minutos antes y durante la 
primera curva de contracción de FE (CCR1),  o 30 minutos antes y durante la segunda 
curva de contracción de FE (CCR2). Los resultados obtenidos  muestran que la presencia 
de  SMTC  antes y durante la CCR1 no afecta al proceso de desensibilización del AR α1. 
Sin embargo, la incubación con SMTC antes y durante la CCR2 previene la 
desensibilización, observándose, en este caso,  CCR de FE similares (Figura 6B, Tabla 4) 
Por tanto, el proceso de desensibilización dependerá del NO que se produce en ese 
momento en el vaso. 
En otro grupo de experimentos se analizó la contracción inducida por L-NAME 
(100 µM) y SMTC (1 µM) adicionados sobre la meseta de contracción máxima de FE 
obtenida en la CCR1 o en la CCR2 como se muestra en el esquema de la Figura 6C. Los 
resultados obtenidos (Figura 6D) muestran que cuando se adiciona SMTC 1 µM sobre la 





tono contráctil del vaso, lo que sugiere que la  participación del NO derivado de la nNOS 
tras la primera exposición a FE no es muy significativa. Sin embargo, cuando se adiciona 
SMTC 1 µM sobre la meseta de contracción máxima producida por FE en la CCR2 se 
observa una contracción significativamente mayor a la que se obtuvo sobre CCR1, 
indicando que la participación del NO derivado de la nNOS en la modulación de la 
respuesta α1 adrenérgica es más relevante después de una exposición previa a FE. 
Al  adicionar L-NAME sobre la meseta de contracción de FE en la CCR1 o en la CCR2 se 
obtiene un aumento del tono contráctil que es significativamente mayor cuando se 
adiciona sobre la CCR2 (Figura 6D), lo que confirma un aumento importante de la 
liberación de NO por adiciones repetidas de FE. 
Figura 6: (A) Protocolo experimental que muestra el procedimiento usado en B. Curvas 
concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en presencia o 
ausencia de SMTC 1 µM añadido antes de la CCR1 FE o de la CCR2 FE en aorta de rata Wistar. 
Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 5). *p<0.05 vs CCR1 
(Test t de Student pareada). (C) Protocolo experimental que muestra el procedimiento usado en 
D. Diagrama de barras que muestra el aumento en el tono contráctil (mN)  inducido por L-NAME 
100 µM o  SMTC 1 µM, adicionados sobre la meseta de contracción de FE en la CCR1 o en la  CCR2 
en aorta de ratas Wistar.  *p<0.05 vs CCR1 (Test t de Student para muestras independientes). 
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Tabla 4: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en aorta de rata Wistar según el protocolo descrito en la Figura 
6A.  
 
  CCR1 FE   CCR2 FE 
Inhibidor  Emax (%FE1) pEC50  Inhibidor Emax (%FE1) pEC50 n 
 SMTC 100 7,32±0,05  -- 52,8±3,7* 7,22±0,13 5 
 -- 100 7,36±0,06    SMTC 114,3±5,4 7,29±0,09 9 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax.  
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción máxima inducida por CCR1 FE.  
*p<0.05 vs CCR1 (Test t de Student para muestras apareadas). 
Además, se determinaron los niveles de expresión génica de las isoformas de 
NOS, Nos3 (eNOS) y Nos1 (nNOS), en los territorios vasculares estudiados (aorta, caudal 
y AMR de ratas Wistar) mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Los resultados 
obtenidos muestran expresión génica de Nos3 (eNOS) en todos los vasos, mientras que 
Nos1 (nNOS) se encontró en aorta pero no en  caudal y AMR (Figura 7A). La ausencia de 
expresión génica en arteria caudal y AMR de rata podría explicar la ausencia de 
desensibilización del AR α1 mediada por nNOS en estos vasos. 
La presencia de nNOS en aorta de rata se confirmó mediante experimentos de 
inmunofluorescencia, con ayuda de un microscopio láser confocal. Esta técnica permite 
visualizar y diferenciar los diferentes tipos celulares: las células endoteliales (CE), las 
células musculares lisas (CML) y la capa adventicia (ADV). Las CE se encuentran en 
contacto directo con la luz del vaso, las CML se distribuyen en capas concéntricas a la 
luz del vaso y la ADV es la capa más externa, constituida por numerosos tipos celulares 
(como células nerviosas, fibroblastos, macrófagos, mastocitos y adipocitos). Los núcleos 
de las células se tiñeron con el colorante Hoechst 33342 y se visualizan en color azul, 
mientras nNOS se marcó con anticuerpos específicos y se visualiza mediante señal 
fluorescente de color rojo. Las láminas elásticas se visualizan por emitir 





Los resultados confirman la presencia de nNOS en la aorta y muestran que su 
localización predominante es en el endotelio (Figura 7B).  
 
Figura 7: (A) Niveles de expresión génica de las isoformas de la NOS (eNOS (Nos3) y nNOS (Nos1)) 
en aorta, caudal y arteria mesentérica de resistencia (AMR) de ratas Wistar. Los valores están 
normalizados usando GAPDH como gen de referencia  y  se expresan como la media de  2-ΔCt 104 
± e.e.m de 5 animales. (B) Imágen de microscopia confocal que muestra secciones transversales 
de aorta de rata Wistar y la localización de nNOS (rojo) por inmunofluorescencia.  En la imagen 
también se observa autofluorescencia de la elastina (verde) y la tinción de los núcleos con 
Hoestch 33342 (azul).  
CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa vascular; LEI: lámina elástica interna; AD: capa 
adventicia. 
1.1.3.- Aumento de la expresión de nNOS como responsable de la 
desensibilización del AR α1 
Con objeto de determinar si una mayor expresión de nNOS está relacionada con 
el proceso de desensibilización, se cuantificaron los niveles de expresión proteica de esta 
enzima y su forma fosforilada (p-nNOS) en anillos de aorta estimulados o no con FE en 
baño de órganos, siguiendo el procedimiento experimental descrito en la Figura 8A. Se 
incubaron cuatro anillos en diferentes condiciones experimentales que fueron 
congelados para la realización posterior de los experimentos de Western Blot. En el 
anillo denominado FE A se realizó la CCR1 de FE y tras un lavado y posterior 
estabilización (30 minutos) el anillo fue congelado. La FE B se obtiene al finalizar la 
segunda CCR (CCR2) de contracción con FE, cuando el agonista está todavía presente. 
En otros experimentos se recogen las muestras Control A y Control B que se realizaron 
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en paralelo pero sin añadir FE al baño de órganos (Figura 8A). Los resultados obtenidos 
muestran un aumento en la expresión de nNOS tras una estimulación previa  con FE 
tanto antes (FE A) como después (FE B) de la CCR2. Sin embargo, sólo se observa un 
aumento de la expresión de la forma fosforilada  de la NOS (p-nNOS) cuando el agonista 
está presente (FE B) (Figura 8B). Estos resultados sugieren que durante la primera 
exposición al agonista α1 se produce un aumento de la expresión de nNOS. Además, esta 
nNOS es fosforilada por el agonista α1 y, consecuentemente, promueve una mayor 







Figura 8: (A) Protocolo experimental diseñado para estudiar el mecanismo de la desensibilización 
del AR α1: Se realizaron dos curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 
y CCR2) de FE (1 nM -10 μM) en aorta de rata incubada en baño de órganos. Se obtuvieron 
muestras en diferentes condiciones: en anillos tratados con FE, antes de realizar CCR2 (FE A), o 
al final de CCR2 (FE B); en anillos no tratados, Control A o Control B, realizados en paralelo con 
las  muestras FE A o FE B. L: lavado.  (B) Western Blot representativo de p-nNOS, nNOS y actina 
en anillos aórticos procesados como se describe anteriormente, y cuantificación relativa de nNOS 
/ actina y p-nNOS / nNOS. Los datos se expresan como porcentaje respecto a su control y 
representan la media ± e.e.m. de 5 animales. * P <0,05 vs control (Test t de Student para 
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1.1.4.-Implicación del subtipo α1A en el proceso de desensibilización 
Con objeto de investigar el subtipo de AR α1 implicado en la desensibilización  
mediada por nNOS, estudiamos la influencia de 5-Metil-Urapidil (5MeU, 100 nM) 
antagonista α1A selectivo,  y BMY 7378 (BMY 10 nM), antagonista α1D selectivo. Se 
realizaron dos CCR de contracción consecutivas de FE siguiendo el protocolo descrito en 
la Figura 9A, que corresponde a un registro original de los experimentos. En estos 
experimentos los antagonistas fueron adicionados al baño de órganos 30 minutos antes 
y durante la primera CCR1 de FE y tras lavado de la preparación se realiza la segunda 
curva de FE, en ausencia del antagonista. Al finalizar el protocolo los anillos fueron 
congelados para determinar posteriormente la expresión proteica de nNOS mediante 
Western Blot. 
Ambos antagonistas desplazaron la CCR1 de FE hacia la derecha, sin embargo, 
sólo en presencia del antagonista α1A selectivo 5MeU (Figura 9C), pero no del BMY  
(Figura 9B) se observó una recuperación de la segunda CCR2 de contracción por FE, no 
observándose la desensibilización del AR α1. Estos resultados indican que  el  subtipo α1A  
es el que interviene en el proceso de desensibilización. Los parámetros característicos 
de las curvas se muestran en la Tabla 5.  
Además, el estudio de la expresión proteica de nNOS en los anillos congelados 
tras finalizar los experimentos funcionales descritos, nos mostró que en presencia de 
5MeU (FE2 tras CCR1+5MeU), pero no de BMY (FE2 tras CCR1+BMY), se inhibe el 
aumento en la expresión de la nNOS observada tras la estimulación del AR α1 (Figura 
9D). Estos resultados confirman que el aumento en la expresión de nNOS, responsable 





Figura 9: (A)  Protocolo experimental original en el que se muestra el efecto de  los antagonistas 
selectivos de los AR a1, BMY 7378 (BMY, α1D-selectivo) y 5-Metil-Urapidil (5MeU, α1A-selectivo) 
en el proceso de desensibilización en aorta de ratas Wistar. Curvas concentración-respuesta  de 
contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en presencia o ausencia de los antagonistas 
selectivos BMY (10 nM) (B) y 5MeU (100 nM) (C) adicionados 30 minutos antes y durante la 
realización de la CCR1 FE. Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver 





representativo de nNOS y actina en anillos de aorta procesados como se describe anteriormente 
Figura 9A) y cuantificación relativa de nNOS/actina.  Los datos se expresan como porcentaje y 
representan la media ± e.e.m. de 5 animales. *p<0.05 vs FE2 tras CCR1 (Test t de Student para 
muestras apareadas). 
Tabla 5: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 y CCR2) de  FE en aortas de rata Wistar en presencia y ausencia del 
antagonista BMY 7378 (BMY, α1D-selectivo) (10 nM)  y 5 Metil-Urapidil (5MeU,  α1A-selectivo) 
(100 nM) durante la CCR1 de FE. 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
 Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por KCl 80mM. 
*p<0.05 vs CCR1 (Test t de Student para muestras desapareadas). + p<0.05 vs control (Test t de 
Student para muestras independientes). 
Se determinó también el efecto del carvedilol, antagonista β no selectivo y antagonista 
α1 (α1B = α1D > α1A), que también desplazó la CCR1 de FE a la derecha pero no modificó 
la desensibilización  del AR α1 (Figura 10, Tabla 5). 
Figura 10: (A) Curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE 
en presencia y ausencia de carvedilol (0,1 µM) adicionado 30 minutos antes y durante la 
realización de la CCR1 FE. Los datos se expresan como porcentaje con respecto a la contracción 
inducida por KCl 80mM. Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 
5). *p<0.05 vs CCR1 (Test t de Student para muestras independientes). 
 CCR1 FE +Antagonista CCR2 FE 
Emax (%KCl) pEC50     Emax (%KCl) pEC50 n 
Control 89,3±3,8 7,27±0,08 49,7±3,2* 7,05±0,12 10 
BMY 95,0±5,7 6,42±0,09+ 51,7±3,7* 6,83±0,13 11 
5MeU  96,5±10,3 5,95±0,15+ 81,4±4,0 7,18±0,10 10 
Carvedilol 86,3±11,5 5,86±0,15+ 42,8±14,9* 6,30±0,67 6 
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1.1.5.-Estudio de las   vías de señalización que median la desensibilización 
del AR α1 
Se analizó el efecto de diferentes inhibidores de las vías de señalización del AR 
α1 (PKC, ERK 1/2 y PI3K) en el proceso de desensibilización. Los inhibidores ensayados 
fueron: Ro 31-8425 (inhibidor de la PKC), U0126 (inhibidor de la ERK 1/2) y LY294002 
(inhibidor de la PI3K) que fueron adicionados al baño de órganos 30 minutos antes y 
durante la primera CCR1 de FE.  
La incubación con Ro 31-8245 (1 µM) y LY294002 (50 µM) produjo un 
desplazamiento a la izquierda de la CCR1 de FE produciendo una disminución 
significativa en la pEC50 (Figura 11A; Tabla 6). Tras la incubación con los tres inhibidores,  
Ro 31-8245 (1 µM) (Figura 11B), LY294002 (50 µM) (Figura 11C) o U0126 (10 µM) (Figura 
11D), se mantiene el proceso de desensibilización. La Tabla 6 resume estos resultados y 
muestra una pérdida del efecto máximo en la CCR2 respecto a la CCR1 de FE, similar a 
la obtenida en ausencia del inhibidor, lo que sugiere que el mecanismo de 
desensibilización no está mediado por la activación de PKC, ERK 1/2 o PI3K  
Tabla 6: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción (CCR1 y 
CCR2)  de FE en aorta de rata Wistar en presencia y ausencia de inhibidores Ro 31-8245 (1 μM), 
U0126 (10 μM), LY294002 (50 μM). 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por KCl 80mM. 




 CCR1 FE +Inhibidor CCR2 FE 
Emax (%KCl) pEC50     Emax (%KCl) pEC50 n 
Control 89,3±3,8 7,30±0,08 49,6±3,2* 7,1±0,12 10 
Ro 31-8245  82,8±2,2 6,90±0,14+ 39,4±2,5* 6,84±0,21 4 
LY294002 77,0±5,7 6,82±0,13+ 45,7±3,4* 6,80±0,16 10 







Figura 11: (A) Curvas concentración-respuesta (CCR1) de contracción de FE en presencia y o 
ausencia de los inhibidores: Inhibidor de la PKC (Ro 31-8245, 1 μM), el inhibidor del PI3K,  
(LY294002,50 μM) y el inhibidor de la ERK1/2 (U0126, 10 μM) en aorta de rata Wistar. Curvas 
concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en presencia y 
ausencia de los inhibidores: Ro 31-8245 (1 μM) (B), LY294002 (50 μM) (C) y U0126 (10 μM) (D), 
adicionados 30 minutos antes y durante la realización de la CCR1 FE. Los datos se expresan como 
porcentaje con respecto a la contracción inducida por KCl 80mM. Los valores se expresan como 
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1.2.-Efecto del envejecimiento y la HTA en el proceso de desensibilización 
del AR α1 
Con objeto de analizar la relevancia fisiopatológica de la desensibilización del AR 
α1 observada en aorta de rata, examinamos el papel que la edad y la HTA juegan en 
dicho proceso, y para ello, usamos anillos de aorta de animales Wistar y SHR 
(spontaneous hypertensive rats) jóvenes (16 semanas), adultos (32 semanas), de 
mediana edad (52 semanas) y avanzada edad (72 semanas) (Dal-Ros y cols., 2012). 
En primer lugar evaluamos posibles cambios con la edad y/o la HTA en la 
respuesta contráctil mediada por estimulación de los AR α1,  en la función endotelial 
(valorando la  capacidad  de relajación de acetilcolina) y/o en la vía del NO-GCs-GMPc 
(valorando la  capacidad  relajante de nitroprusiato, donador de NO).  
1.2.1.- Acción contráctil inducida por los AR α1 en función de la edad y la 
HTA 
Las CCR de FE fueron similares en los diferentes grupos de edad tanto en ratas 
Wistar (Figura 12A) como en SHR (Figura 12B), no observándose cambios en el efecto 
máximo (Emax) ni en la potencia (pEC50) (Tabla 7).  
Figura 12: Curvas concentración-respuesta de contracción de FE en aorta de ratas Wistar (A) o 
SHR (B) de diferentes edades: jóvenes (16s, 16 semanas), adultas (32s, 32 semanas), de mediana 
edad (52s, 52 semanas) y de edad avanzada (72s, 72 semanas). Los valores se expresan como la 
media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 7). 
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Tabla 7: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción (CCR) de 
FE en aorta de ratas Wistar o SHR de diferentes edades. 
 
 
CCR FE (Wistar)  CCR FE (SHR) 
Emax (%KCl) pEC50 n Emax (%KCl) pEC50 n 
16 semanas 89,33,0 7,300,08 8 77,96,1 7,170,10 8 
32 semanas 76,43,9 7,190,06 6 91,33,0 7,260,05 5 
52 semanas 81,610,4 7,160,16 4 73,78,3 7,100,14 5 
72 semanas 75,04,7 7,240,10 6 84,35,3 6,900,12  3 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax.  
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por KCl 80mM.  
1.2.2.-Accíon relajante mediada por el NO en función de la edad y la HTA 
Se determinó la función endotelial y posibles alteraciones de la vía del NO-GCs-
GMPc en los anillos de aorta de animales, normotensos e hipertensos, jóvenes y de 
mediana y avanzada edad, mediante la realización de CCR de relajación de ACh y 
nitroprusiato (NTP) sobre la contracción de FE. Los parámetros característicos de 
respuesta máxima y potencia se muestran en la Tabla 8. 
Tanto en ratas Wistar (Figura 13A) como en SHR (Figura 13C), la capacidad 
máxima relajante de las CCR de ACh (10 nM a 100 μM) se encuentra disminuida en ratas 
de mediana (52 semanas) y avanzada edad (72 semanas) vs ratas jóvenes (16 semanas), 
poniéndose en evidencia una disfunción endotelial en aorta en función de la edad que 
fue mucho más acentuada en las ratas hipertensas que en las normotensas. No se 
observaron cambios en función de la edad en las CCR de relajación de NTP (0,1 nM - 1 
μM) en las ratas Wistar (Figura 13B) ni en las SHR (Figura 13D). Estos resultados sugieren 








Figura 13: Curvas concentración-respuesta de relajación de acetilcolina  (10 nM-100 µM) (A, C) 
y nitroprusiato ((0,1 nM-1 µM) (B, D) en aorta de rata Wistar (A, B) o SHR (C, D) jóvenes (16s, 16 
semanas), de mediana (52s, 52 semanas) y avanzada edad (72s, 72 semanas). Los valores se 
expresan como la media ± e.e.m de n animales diferentes (ver Tabla 8). *p<0.05 vs CCR ACh de 
16 semanas de edad de Wistar o SHR (Test t de Student para muestras independientes). 
Tabla 8: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación de 
acetilcolina (10 nM-100 µM) o nitroprusiato (0,1 nM-1 µM) en aorta de rata Wistar y SHR de 
diferentes edades.  
 
 
Wistar Acetilcolina Nitroprusiato 
Emax (%FE1) pEC50 n     Emax (%FE1) pEC50 n 
16 Semanas 89,6±2,9 6,59±0,07 8 103,3±4,5 8,10±0,08 5 
52 Semanas 75,9±1,2* 6,13±0,03 3 110,2±1,7 8,33±0,04 3 






Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
 Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por FE.  
*p<0.05 vs CCR ACh de 16 semanas de edad de Wistar o SHR (Test t de Student para muestras 
independientes). 
1.2.3.-Pérdida de la desensibilización del AR α1A  con la edad y no con la 
HTA 
Para estudiar si se producen cambios en el proceso de desensibilización de los 
AR α1A durante el envejecimiento, se realizaron de nuevo dos CCR de FE consecutivas en 
aortas de los diferentes grupos de edad de ratas normotensas (Wistar) e hipertensas 
(SHR).   
Los resultados obtenidos en ratas Wistar que se muestran en la Figura 14A y la 
Tabla 9 indican que la pérdida de la respuesta contráctil descrita en el grupo de animales 
jóvenes (16 semanas) disminuye progresivamente con la edad de las ratas y desaparece 
en las ratas de mediana (52 semanas) y avanzada edad (72 semanas). Resultados 
similares se obtienen en los grupos de animales hipertensos, y así, en las SHR jóvenes se 
produce una pérdida de respuesta contráctil similar a la obtenida en ratas Wistar 
jóvenes, y el proceso de desensibilización se pierde también con la edad (Figura 14B; 
Tabla 9).  
Se comprobó que en las ratas hipertensas jóvenes la desensibilización 
desaparece en presencia del inhibidor de la nNOS, SMTC, de forma similar  a lo que 
ocurría en  las ratas normotensas (Tabla 9).  
El conjunto de estos resultados, evidencia el hecho de que la pérdida del proceso 
de desensibilización está relacionada con la edad y no con la hipertensión, ya que tanto 
las ratas normotensas como hipertensas jóvenes, exhiben una pérdida similar de la 
respuesta contráctil del AR α1, aunque la disfunción endotelial, medida como la 
SHR Acetilcolina Nitroprusiato 
Emax (%FE1) pEC50 n     Emax (%FE1) pEC50 n 
16 Semanas 88,7±6,5 5,71±0,15 6 99,4±3,8 8,28±0,06 7 
52 Semanas 33,1±5,5* - 4 112,0±2,9 8,34±0,06 4 





capacidad relajante de la ACh, como se ha descrito en el apartado anterior, es mucho 
más marcada en SHR que en Wistar. 
CCR2 
 
Figura 14: Segunda curva concentración-respuesta de contracción (CCR2) de FE, obtenida tras 
una primera curva de FE, en aorta de ratas Wistar normotensas (A) o SHR (B) de diferentes 
edades: jóvenes (16s, 16 semanas), adultas (32s, 32 semanas), de mediana edad (52s, 52 
semanas) y de edad avanzada (72s, 72 semanas). Los valores se expresan como la media ± e.e.m. 
de n animales (ver Tabla 9). 
Tabla 9: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 









Wistar CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%FE1) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
16 semanas 100 7,23±0,03 51,8±2,5* 6,88±0,08 8 
32 semanas 100 7,18±0,03 65,7±3,8* 6,94±0,11 6 
52 semanas 100 7,16±0,02 101,4±7,4 6,87±0,14 4 
72 semanas 100 7,21±0,04 92,76±2,1 7,24±0,04 7 
16 s + SMTC 100 7,34±0,04 110,5±4,6 7,11±0,08 6 

































































Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
 Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción máxima inducida por CCR1 FE.  
*p<0.05 vs CCR1 FE (Test t de Student para muestras apareadas). 
Además, en ratas Wistar de 52 semanas en las que el proceso de 
desensibilización no se produce corroboramos que tampoco existe un aumento paralelo 
en la expresión de la nNOS. Para ello, se cuantificaron los niveles de expresión proteica 
de nNOS y su forma fosforilada (p-nNOS) en anillos de aorta estimulados o no con FE en 
baño de órganos, siguiendo el procedimiento experimental descrito en ratas jóvenes 
(apartado 1.3) y que se detalla en la Figura 15A.  
Los resultados obtenidos muestran que no se detectaron aumentos de la 
expresión de nNOS tras la realización de las dos CCR de FE (Figura 15B). Estos resultados 
parecen relacionar una vez más nNOS con el proceso de desensibilización, ya que es en 
ratas de 52 semanas donde no se observa desensibilización del receptor AR α1 ni 
tampoco se producen cambios en la expresión de la nNOS. 
 
 
SHR CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%FE1) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
16 semanas 100 7.10±0.06 51.7±7.6* 6.82±0.29 8 
32 semanas 100 7.26±0.03 74,3±4,5* 6.76±0.11 5 
52 semanas 100 6.90±0.09 103.8±6.2 6.50±0.08 4 
72 semanas 100 6,81±0,15 102,8±19,5 6,46±0,32 3 






Figura 15: (A) Protocolo experimental diseñado para estudiar el mecanismo de  la 
desensibilización del AR α1. Se realizaron dos CCR consecutivas de FE (1nM -10 μM) (CCR1 y CCR2) 
en aorta de rata Wistar de 52 semanas de edad incubada en baño de órganos. Se obtuvieron 
muestras en diferentes condiciones: en anillos tratados con FE, antes de realizar CRC2 (FE A), o 
al final de CRC2 (FE B); en anillos no tratados, Control A o Control B, realizados en paralelo con 
las  muestras FE A o FE B. L: lavado (B) Western Blot representativo de p-nNOS, nNOS y actina en 
anillos aórticos procesados como se describe anteriormente, y cuantificación relativa de nNOS / 
actina y p-nNOS / nNOS. Los datos se expresan como un porcentaje respecto a su control y 
representan la media ± e.e.m. de 3 animales.  
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1.2.4.- Cambios en la expresión de las isoformas de NOS y de los subtipos 
de AR α1  en aorta y ventrículo izquierdo de ratas Wistar con la edad 
Por último, para determinar si una disminución en la expresión del AR α1A  
pudiera estar implicado en la pérdida de la desensibilización observada durante el 
envejecimiento analizamos la expresión génica de los tres subtipos de AR α1 (Adra1a (AR 
α1A), Adra1b (AR α1B)  y Adra1d (AR α1D) y de las isoformas de NOS, Nos1 (nNOS) y Nos3 
(eNOS) en aorta y ventrículo izquierdo (VI) de animales Wistar de16, 52, y 72 semanas 
de edad.   
Los resultados muestran un descenso en la expresión génica del Adra1a (AR α1A) 
en aorta y VI de ratas de mediana (52 semanas) y avanzada edad (72 semanas) respecto 
a animales jóvenes (Figura 16); además se observó un descenso significativo de la 
isoforma neuronal de la NOS (Nos1) en aorta de ratas de 72 semanas (Figura 16A). Los 
otros genes estudiados no siguen el mismo patrón durante el envejecimiento. Así, la 
expresión génica de Nos3 (eNOS) no cambia en ningún tejido estudiado, la expresión del 
adra1b (AR α1B), cambia en aorta pero no en VI y por último, la expresión del adra1d (AR 







Figura 16: Niveles de expresión génica de las isoformas de la NOS (Nos 1 (nNOS) y Nos3 (eNOS)) 
y de los tres subtipos de AR α1 (adra1a (AR α1A), adra1b (AR α1B) y adra1d (AR α1D))  en aorta (A) 
o ventrículo izquierdo (B) de rata Wistar de 16 (n=10), 52 (n=5) y 72 (n=5) semanas de edad. Los 
valores representan la media de 2-ΔCt 104 ± e.e.m. de n animales y han sido normalizados con 
Gapdh como gen de referencia.  * P <0,05 vs ratas de 16 semanas (ANOVA de una vía, Post-test 
de Newman-Keuls). 
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1.3.-Cambios en la expresión génica de las isoformas de NOS y de los 
subtipos de AR α1 en ventrículo izquierdo de pacientes con alteraciones 
cardiovasculares con la edad 
Con el fin de trasladar los resultados obtenidos en modelos animales a humanos 
con alteraciones cardiovasculares, se evaluó la expresión génica de las diferentes 
isoformas de NOS (NOS1 (nNOS), NOS3 (eNOS)) y los subtipos de AR α1  (ADRA1A (AR 
α1A),  ADRA1B (AR α1B),  ADRA1D (AR α1D)) en explantes de VI procedentes de pacientes 
con un amplio rango de edad y con insuficiencia cardiaca, que han sido sometidos a 
trasplante cardiaco.  
Para conocer si existe una asociación estadísticamente significativa entre los 
niveles de expresión (ARNm) de los diferentes genes en corazón insuficiente con la edad 
de los pacientes (expresados en años), se realizó la correlación de Spearman, 
considerando que las variables no siguen una distribución normal. En la Figura 17 se 
representa la relación entre la edad y la expresión de cada gen en cada paciente y se ha 
representado la regresión lineal en el caso del  ADRA1A, para el que existe una 
correlación de Spearman significativa e inversa, respecto a la edad de los pacientes. No 
se observó correlación significativa con NOS1, NOS3, o con los otros dos subtipos de AR 
α1 (ADRA1B,  ADRA1D). Teniendo en cuenta estos resultados en el VI humano, podemos 
proponer que se produce una disminución de la expresión de α1A AR con el 








Figura 17: Representación gráfica de la correlación observada entre los niveles de expresión de 
ARNm de los genes de NOS (NOS1 (nNOS), NOS3 (eNOS)) y de los tres subtipos de AR α1 (ADRA1A 
(AR α1A), ADRA1B (AR α1B),  ADRA1D (AR α1D)) y la edad en muestras de ventrículo Izquierdo (VI) 
obtenidas de corazón humano insuficiente.  Los valores representan la media de 2-ΔCt 104 ± e.e.m.  
normalizados utilizando Gapdh como gen de referencia. La correlación de Spearman  
significativa (P <0,05) se  representa por una línea continua, generada utilizando una regresión 
lineal. 
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2.-Efecto de la activación de los AR β en el tono vascular: cambios 
con la edad y la HTA 
Se ha analizado tanto el efecto relajante directo mediado por los AR , como el 
efecto indirecto sobre la contractilidad inducida por los AR α1 tras la activación de los 
AR β con objeto de determinar una posible desensibilización heteróloga. Para ello, se 
llevó a cabo el protocolo experimental descrito en la Gráfica 2. Tras la realización de la 
CCR1 de FE (10 nM a 1 µM), en aorta de ratas Wistar y SHR de diferentes edades se 
adicionaron concentraciones acumulativas crecientes de distintos agonistas β 
adrenérgicos sobre la meseta de contracción inducida por FE: Isoprenalina (agonista no 
selectivo β1/β2) (10 nM a 100 µM), Dobutamina (agonista selectivo β1)  (10 nM a 100 
µM), Salbutamol (agonista selectivo β2) (10 nM a 100 µM), SR58611A (agonista selectivo 
β3) (10 nM a 100 µM) y CL316243 (antagonista 1 y 2, agonista β3) (10 nM a 100 µM). 
Tras  lavado de la preparación y un periodo de estabilización del tono basal (30 minutos) 
realizamos la CCR2 FE (10 nM a 10 µM). En algunos experimentos se añadió el inhibidor 
no selectivo de la NOS, L-NAME (100 µM), 30 minutos antes de las dos CCR de 





Gráfica 2: Protocolo experimental diseñado para estudiar el efecto relajante de los AR β y la 
desensibilización heteróloga de los AR a1 tras la activación de los AR β en aorta de rata incubada 
en baño de órganos. Se realizaron dos curvas concentración-respuesta consecutivas de FE (CCR1 
FE y CCR2 FE), tras la CCR1 de FE se realizó CCR de relajación de agonistas β (Isoprenalina, 
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2.1.-Efecto de la activación de los AR β en aorta de rata Wistar joven 
2.1.1.-Acción relajante inducida por los AR β 
Los diferentes agonistas β relajaron de forma concentración dependiente la 
aorta de rata con endotelio (Figura 18, Tabla 10). Los resultados obtenidos son similares 
a los descritos previamente por nuestro grupo de investigación (Flacco, 2014). En el caso 
del SR58611A se obtuvieron curvas bifásicas, discriminando dos poblaciones de 
receptores: una de elevada potencia (1) que correspondería a los AR β3 y cuyo 
porcentaje fue de un 39 % respecto a la totalidad de receptores, y otra población de baja 
potencia (2) que correspondería a los AR β1 y/o β2 (Tabla 10). En presencia de L-NAME, 
se produce una pérdida de la potencia (pEC50) relajante de isoprenalina y salbutamol, 
sin embargo las CCR de relajación de dobutamina fueron similares; en el caso del 
SR58611A y del  CL316243 se produjo una disminución acentuada de la respuesta 
contráctil (Tabla 10).  
Tabla 1O: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación de los 
diferentes agonistas β (isoprenalina, dobutamina, salabutamol, SR58611A y CL316243) en aorta 
de rata Wistar en ausencia (E (+)) y presencia de L-NAME (100 µM). 
 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción máxima inducida por CCR1 FE.  





Wistar  E(+) L-NAME 
Emax (%FE1) pEC50 n     Emax (%FE1) pEC50 n 
Isoprenalina 95,8±2,7 7,41±0,06 9 89,5±3,5 6,29±0,17* 8 
Dobutamina 104,02,2 6,240,12 9 93,44,0 6,020,15 4 
Salbutamol 97,7±6,0 6,18±0,14 7 86,1±15,5 4,92±0,39* 8 
SR58611A 84,0±5,8 (1) 7,43±0,37 
   38,9±8,3% 
(2) 5,27±0,28 
8 34,3±5,16*      - 7 







Figura 18: Curvas concentración-respuesta de relajación de isoprenalina (A), dobutamina (B), 
salbutamol (C), SR58611A (D) y CL316243 (E) en aorta de ratas Wistar. Los valores se expresan 







2.1.2.-Desensibilización heteróloga del AR α1 mediada por la activación del 
AR β  
Al analizar las CCR de contracción de FE en aorta con endotelio  (Figura 19, Tabla 
11),  los resultados obtenidos muestran que tras la realización de la CCR de relajación 
con los diferentes agonistas β (isoprenalina (no selectivo de los AR β1 y β2) (A), 
dobutamina (selectivo β1) (C), salbutamol (selectivo β2) (E), y SR58611A (G) o CL316243 
(selectivos de los AR β3) (I), se observa también un proceso de desensibilización, 
caracterizado por  una disminución de la magnitud de la respuesta contráctil en la CCR2 
FE,  similar a la observada cuando no se añaden los agonistas β (control) por lo que se 
puede atribuir a la desensibilización mediada por la vía α1A/nNOS. 
Se realizaron los mismos experimentos en presencia de L-NAME (100 µM) y los 
resultados muestran que, en el grupo control, que no ha sido tratado con agonistas β, 
desaparece la desensibilización y no se observan diferencias significativas entre las CCR1 
y CCR2 de FE, tal como habíamos descrito anteriormente  (Tabla 11). Sin embargo, tras 
la realización de CCR de relajación con los agonistas β adrenérgicos, isoprenalina (Figura 
19B), dobutamina (Figura 19D) y salbutamol (Figura 19F), se observa un desplazamiento 
a la derecha en las CCR2 FE respecto a la CCR1 FE, sin cambios en el Emax (Tabla 11).  
Cuando se utilizaron los agonistas selectivos de los AR β3, SR 58611A (Figura 
19H), o CL316243 (Figura 19J), encontramos una disminución significativa del efecto 
máximo (Emax) (Tabla 11). Estos resultados indican que, además de la participación del 
NO en el fenómeno de desensibilización de los AR α1 en aorta de rata, la activación de 
los AR β, de forma independiente a la formación de NO,  también origina cambios en la 
respuesta α1 que se manifiestan en una pérdida de potencia de la FE cuando se activan 
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Figura 19: Curvas concentración-respuesta  de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en 
aorta de rata Wistar con endotelio en presencia o ausencia del inhibidor no selectivo de la NOS 
L-NAME. La CCR1 de FE se relaja con diferentes agonistas β adrenérgicos: isoprenalina (A, B), 
dobutamina (C, D), salbutamol (E, F), SR58611A (G, H) y CL316246 (I, J) en presencia y ausencia 
L-NAME (100 µM), adicionado antes de la realización de las 2 CCR de FE. Los datos se expresan 
como porcentaje con respecto a la contracción máxima inducida por CCR1 FE. Los valores se 
expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 11). *p<0.05 vs CCR1 FE (Test t de 
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Tabla 11: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción (CCR1 y 
CCR2) de FE en aorta de rata Wistar en presencia y ausencia de L-NAME (100 µM), en diferentes 
condiciones experimentales. 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
 Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida CCR1 FE. 
 *p<0.05 vs CCR1 FE (Test t de Student para muestras apareadas). 
2.2.-Efecto del envejecimiento y la HTA en la activación de los AR β 
2.2.1.-Acción relajante inducida por los AR β en función de la edad y la 
HTA 
2.2.1.1.-Acción relajante inducida por los AR β en ratas Wistar 
En la Figura 20 se muestran las CCR de relajación de los diferentes agonistas β en 
las ratas Wistar de 16, 52 y 72 semanas y en la Tabla 12 se resumen los parámetros 
característicos de dichas curvas.  
E(+) 
  
CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Control 100 7,220,03 51,82,6* 6,880,09 9 
Tras Isoprenalina 100 7,150,03 42,64,8* 6,500,19 7 
Tras Dobutamina 100 7,220,04 45,48,4* 6,520,25 5 
Tras Salbutamol 100 7,250,09 40,57,0* 6,57031 5 
Tras SR58611A 100 7,030,08 41,44,3* 6,570,16 12 
Tras CL316246 100 7,100,06 28,44,6* 6,630,26 4 
 
L-NAME  CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Control 100 7,360,06 101.85,6 7,190,09 6 
Tras Isoprenalina 100 7,470,03 91,74,4 6,890,07* 9 
Tras Dobutamina 100 7,350,04 94,55,7 6,350,09* 5 
Tras Salbutamol 100 7,480,06 90,64,6 6,850,09* 5 
Tras SR58611A 100 6,990,10 60,04,3* 6,890,11 4 






Los resultados obtenidos muestran que, en las ratas de 52 y 72 semanas respecto 
a las ratas jóvenes (16 semanas), se produce una disminución significativa de la potencia 
relajante (pEC50) de la isoprenalina (Figura 20A) y una disminución del efecto máximo 
relajante del salbutamol (Figura 19B), (Tabla 12).  En el caso del agonista selectivo β3 
SR58611A (Figura 19C) no se observaron modificaciones significativas en su efecto 
relajante con la edad, obteniéndose tanto en ratas jóvenes  como en ratas de edades 
avanzadas, curvas de relajación bifásicas con valores de alta (pEC50 (1)) y baja (pEC50 (2)) 
potencia; la fracción del sitio de alta afinidad correspondiente al subtipo β3 no fue 
significativamente diferentes entre ellas (Tabla 12). 
WISTAR 
Figura 20: Curvas concentración-respuesta de relajación de los diferentes agonistas de los AR β, 
Isoprenalina (A), Salbutamol (B) y SR58611A (C) en anillos de aorta de rata Wistar de diferentes 
edades: jóvenes (16 semanas), mediana edad (52 semanas) y de edad avanzada (72 semanas).  
Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 12). *p<0.05 vs CCR de 
relajación en ratas Wistar y SHR de 16 semanas (Test t de Student para muestras 
independientes). 













































































Tabla 12: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación inducidas 
por diferentes agonistas  beta: Isoprenalina, Salbutamol y SR58611A en ratas Wistar jóvenes (16 
semanas), mediana edad (52 semanas)  y de edad avanzada (72 semanas). 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax.  
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por CCR1 FE. 
 *p<0.05 vs CCR de relajación en ratas Wistar y SHR de 16 semanas (Test t de Student para 
muestras independientes). 
2.2.1.2.-Acción relajante inducida por los AR β  en SHR  
En cuanto a los resultados obtenidos en ratas hipertensas (SHR),  tras la adición 
de isoprenalina (Figura 21A)  y de salbutamol (Figura 21B) sobre la meseta de 
contracción de la CCR1 de FE se observa una disminución del efecto máximo y de la 
potencia relajante en los animales de 52 y 72 semanas respecto a los de 16 semanas 
(Tabla 13). 
Tras la adición del agonista selectivo de los AR β3 SR58611A obtuvimos curvas de 
relajación bifásicas en las ratas de diferentes edades (Figura 21C), discriminando en 
todos los casos dos poblaciones de AR β: uno de elevada potencia que correspondería a 
los AR β3 y otra población de baja potencia que correspondería a los AR β1 y/o β2. 
Observamos  además que en las ratas de edad avanzada (52 y 72 semanas) el lugar de 
alta potencia disminuye, lo que nos sugiere una menor participación funcional de este 
subtipo con la edad en ratas hipertensas (Tabla 13). 
 
Wistar Isoprenalina Salbutamol 
Emax (%FE1) pEC50 n     Emax (%FE1) pEC50 n 
16 Semanas 95,8±2,7 7,50±0,06 8      91,2±5,5 6,18±0,14 7 
52 Semanas 88,1±5,7 6,93±0,09* 4       49,5±6,2* 5,83±0,25 4 
72 Semanas 99,6±3,2 7,17±0,08* 6      80,9±2,9* 5,52±0,19* 5 
 
 SR 58611A 
Emax (%FE1) (1) pEC50 % (1) (2) pEC50 n 
16 Semanas 84,0±5,8 7,43±0,37 38,9±8,3% 5,27±0,28 8 
52 Semanas 67,2±2,1 8,21±0,17 32,2±2,5% 4,83±0,11 3 








Figura 21: Curvas concentración-respuesta de relajación de los diferentes agonistas de los AR β, 
Isoprenalina (A),, Salbutamol (B) y SR58611A (C) en anillos de aorta de rata SHR de diferentes 
edades: jóvenes (16 semanas),  mediana edad (52 semanas) y de avanzada edad (72 semanas).  
Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales diferentes (ver Tabla 13). *p<0.05 





















































































Tabla 13: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación inducidas 
por diferentes agonistas  β: Isoprenalina, Salbutamol y SR58611A en ratas SHR jóvenes (16 
semanas), mediana edad (52 semanas) y de avanzada edad (72 semanas). 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax.  
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por CCR1 FE. 
 *p<0.05 vs CCR de relajación en ratas Wistar y SHR de 16 semanas (Test t de Student para 
muestras independientes). 
2.2.2.-Desensibilización de los AR α1 mediada por los AR β en función de 
la edad y la HTA 
2.2.2.1.-Desensibilización heteróloga  en ratas Wistar  
Los resultados obtenidos muestran que en ambos grupos de animales se produjo 
un desplazamiento a la derecha de la CCR2 de FE respecto a la CCR1 tras el tratamiento 
con isoprenalina (Figura 22A) y salbutamol (Figura 22B), observándose una disminución 
de la pEC50 sin que se modifique significativamente el Emax (Tabla 14). Tras SR 58611A 




SHR Isoprenalina Salbutamol 
Emax (%FE1) pEC50 n     Emax (%FE1) pEC50 n 
16 Semanas 95,7±2,2 7,40±0,06 11 91,9±4,9 6,49±0,13 7 
52 Semanas 80,9±10,0* 6,41±0,45* 4 70,2±3,5* 5,00±0,62* 4 
72 Semanas 85,3±7,4 6,24±0,17* 6 83,1±6,8* 5,47±0,62* 3 
 
 SR 58611A 
Emax (%FE1) (1) pEC50 % (1) (2) pEC50 n 
16 Semanas 72,7±3,6 8,61±0,21 50,1±4,8 5,08±0,24 4 
52 Semanas 89,0±2,6 7,95±0,28  28,0±3,7* 5,20±0,12 4 






Figura 22: Curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en 
anillos de aorta de rata Wistar de mediana (52 semanas) y avanzada edad (72 semanas). La 
CCR1 de FE se relaja con diferentes agonistas β adrenérgicos: isoprenalina (A, D), salbutamol (B, 
E) y SR58611A (C, F).  Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 
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Tabla 14: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en ratas Wistar de mediana (52 semanas) y avanzada edad 
(72 semanas). La CCR1 de FE se relaja con diferentes agonistas β adrenérgicos: isoprenalina, 
salbutamol y SR58611A. 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
 Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por CCR1 FE.  
*p<0.05 vs CCR1 FE (Test t de Student para muestras apareadas). 
2.2.2.2.-Desensibilización heteróloga en ratas SHR 
En cuanto a los resultados obtenidos con las ratas hipertensas, tras la adición de 
isoprenalina (Figura 23A), salbutamol (Figura 23B) o SR58611A (Figura 23C) sobre la 
meseta de contracción de la CCR1 de FE, la segunda curva de contracción con FE no 
presentó cambios significativos en el efecto máximo (Emax) ni en su potencia (pEC50) 
cuando la comparamos con su CCR1 de FE (Tabla 15). Estos resultados sugieren una 
pérdida del proceso de desensibilización del AR α1 tras la activación del AR β en ratas 





Wistar 52s  CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Tras Isoprenalina 100 7,180,06 86,211,8 6,560,23* 4 
Tras Salbutamol 100 7,260,05 91,55,6 6,970,11* 4 




CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Tras Isoprenalina 100 7,160,04 90,37,2 6,810,14* 5 
Tras Salbutamol 100 7,160,03 88,65,4 6,860,11* 5 







Figura 23: Curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en 
anillos de aorta de rata SHR de mediana (52 semanas) y avanzada edad (72 semanas). La CCR1 
de FE se relaja con diferentes agonistas β adrenérgicos: isoprenalina (A, D), salbutamol (B, E) y 
SR58611A (C, F).  Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 15).  
52 semanas     72 semanas     
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Tabla 15: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 Y CCR2) de FE en ratas SHR de mediana (52 semanas) y avanzada edad (72 
semanas). La CCR1 de FE se relaja con diferentes agonistas β adrenérgicos: isoprenalina, 
salbutamol y SR58611A. 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
 Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por CCR1 FE.  
  
SHR 52s  CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Tras Isoprenalina 100 6,660,28 100,817,8 6,490,23 5 
Tras Salbutamol 100 6,530,14 103,410,2 6,330,12 4 
Tras SR58611A 100 6,710,07 98,614,4 6,200,27 5 
 
SHR 72s CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Tras Isoprenalina 100 6,790,12 102,217,9 6,410,33 4 
Tras Salbutamol 100 6,680,16 85,610,1 6,990,25 4 





3.-Efecto del tratamiento crónico de ratas SHR de edad avanzada 
con Carvedilol o Propranolol  
Como se ha descrito en la introducción, el carvedilol es un β-bloqueante no 
selectivo con propiedades vasodilatadores por su acción α1-antagonista. En la práctica 
clínica se ha visto que conduce a mejores resultados en cuanto a reducción de la 
mortalidad cardiovascular en pacientes con insuficiencia cardiaca y en la actualidad es 
uno de los fármacos de elección en el tratamiento de esta patología. Por ello, uno de los 
objetivos de la presente tesis es estudiar el efecto del tratamiento crónico con carvedilol 
de animales SHR de mediana y avanzada edad (en los que hemos descrito una disfunción 
endotelial acentuada, así como una pérdida de la capacidad relajante mediada por la 
activación de los AR β), comparándolo con otro antagonista β-de primera generación, 
propranolol. Para ello, las ratas fueron distribuidas en cuatro grupos: ratas tratadas con 
Carvedilol (10 mg/kg/día) o con Propranolol (125 mg/kg/día) y los correspondientes 
grupos control que recibieron el vehículo de disolución. 
Se describe a continuación el efecto del tratamiento crónico con Corvedilol o 
Propranolol sobre la presión arterial, la disfunción endotelial, la capacidad contráctil 
inducida por los AR α1 y la relajante mediada por la activación de los AR β. Se ha 
analizado además si el tratamiento con carvedilol recupera la desensibilización α1 
mediada por la vía α1A/nNOS  y la desensibilización heteróloga mediada por los AR β, 
que no se observan en ratas hipertensas de edad mediana o avanzada. 
3.1.-Efecto sobre la presión arterial 
Con el fin de estudiar el efecto del tratamiento crónico con carvedilol o 
propranolol de ratas SHR se realizó una toma y registro de la presión arterial antes de 
iniciar el tratamiento (semana 0) y semanalmente una vez iniciado el mismo. 
Los resultados obtenidos indican que tanto el tratamiento crónico con carvedilol 





disminución de la presión arterial sistólica (PAS) estadísticamente significativa (ANOVA 
de dos vías) (Figura 24B).  
 
Figura 24: Niveles de Presión arterial sistólica de ratas SHR tratadas con Carvedilol (10 
mg/kg/día) (A) o Propranolol (125 mg/kg/día) (B) y de sus controles, expresados como % 
respecto a la semana 0 en función del tiempo. Los valores representan la media ± e.e.m. de 5 
animales. *p<0,05 vs control (ANOVA de dos vías). 
3.2-Evaluación de la relajación mediada por el NO 
Se realizaron CCR de relajación con ACh (0,1 µM-100 µM), o NTP (0,1 nM-1 µM), 
ambos adicionados sobre la meseta de contracción inducida por FE 1 µM. 
Los resultados obtenidos muestran un aumento significativo de la capacidad de 
relajación de ACh (Emax) en las aortas de las SHR pretratadas con Carvedilol frente a las 
no tratadas (Figura 25A, Tabla 16).  El tratamiento con Carvedilol  restaura  la pérdida de 
relajación en las ratas SHR  de edad avanzada respecto a las jóvenes  descrita en el 
apartado I.2.2 (Figura 12, Tabla 8). En cuanto al NTP, produjo una relajación 
concentración dependiente alcanzándose el mismo efecto máximo en ambos grupos de 
animales, aunque la potencia relajante (pEC50) fue mayor en el grupo de ratas SHR 
pretratadas con Carvedilol  (Figura 25B, Tabla 16).  
En los animales pretratados con Propranolol  las curvas de relajación de ACh 
(Figura 25C) y NTP (Figura 25D) son similares a las obtenidas en los animales sin tratar.  
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Figura 25: Curvas concentración-respuesta de relajación de acetilcolina (0,1 µM-100 µM) (A, C) 
y nitroprusiato (0,1 nM-1 µM) (B, D) en aorta de rata SHR tratadas con Carvedilol  (A, B) o 
Propranolol (C, D) y sus respectivos controles. Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de 
n animales (ver Tabla 16). *p<0.05 vs control (Test t de Student para muestras independientes). 
Tabla 16: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación de 
acetilcolina (0,1 µM-100 µM)  o nitroprusiato (0,1 nM-1 µM) en aorta de ratas SHR tratadas con 
Carvedilol o Propranolol y sus respectivos controles.  
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
SHR Acetilcolina Nitroprusiato 
Emax (%FE1) pEC50 N     Emax (%FE1) pEC50 n 
Control 32,0±7,3 6,37±0,35 5 112,3±4,3 8,37±0,07 5 
Carvedilol 72,3±8,2* 6,58±0,11 5 108,8±1,5 8,73±0,05* 5 
 
 Acetilcolina Nitroprusiato 
Emax (%FE1)      pEC50 n Emax (%FE1)  pEC50 n 
Control 42,6±6,4 6,87±0,13 4 99,7±0,7 8,51±0,05 4 
Propranolol 48,6±4,5 6,64±0,10 4 97,7±0,8 8,64±0,04 4 
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pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por CCR1 FE. 
 *p<0.05 vs CCR control (Test t de Student para muestras independientes). 
3.3.-Evaluación de la acción contráctil inducida por los AR α1  
El tratamiento con carvedilol o propranolol no modificó la respuesta contráctil 
tras la activación de los AR α1 obteniéndose CCR deFE similares (Figura 26, Tabla 17).  
 
Figura 26: Curvas concentración-respuesta  de contracción de FE en anillos en aorta de rata SHR 
tratadas con Carvedilol  (A) o Propranolol (B) y sus respectivos controles no tratados. Los valores 
se expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 17).  
Tabla 17: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción de FE en 
aorta de ratas SHR tratadas con Carvedilol o Propranolol y sus respectivos controles.  
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por KCl 80mM. 
3.4.-Evaluación de la acción relajante inducida por los AR β  
En las ratas tratadas con Carvedilol podemos observar un marcado aumento en 
la capacidad de relajación tras la estimulación de los AR β, en comparación con sus 
SHR    CCR FE ( Carvedilol) CCR FE (Propranolol) 
Emax (%KCl) pEC50 n     Emax (%KCl) pEC50 n 
Control 77,1±7,6 7,00±0,12 5 81,5±6,0 6,94±0,13 4 
Tratadas 80,2±11,0 6,78±0,12 5 74,0 ±3,9 7,11±0,08 4 
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controles sin tratar, recuperándose gracias al tratamiento con carvedilol,  la acción 
vasodilatadora β que se había perdido con la edad en las ratas SHR  y que se ha descrito 
en el apartado II.2.1.2 (Figura 20, Tabla 13).  Aunque en las CCR de isoprenalina (Figura 
27A) no se alcanzaron diferencias significativas, el tratamiento con carvedilol  aumentó 
de forma significativa tanto el Emax como la potencia  relajante de salbutamol (Figura 
27B) (Tabla 18). Además, el SR58611A (Figura 27C) dio lugar a curvas de relajación 
bifásicas observándose un aumento significativo en la fracción de alta afinidad (que 
corresponde al subtipo β3) en el grupo de ratas tratadas con Carvedilol respecto al 
control (Tabla 18). 
El tratamiento con Propranolol no produjo ningún efecto sobre la actividad de 
los AR β y así las CCR de relajación obtenidas tras la adición de los agonistas β 
adrenérgicos, isoprenalina (Figura 27D), salbutamol (Figura 27E) o SR58611A (Figura 
27F) sobre la meseta de contracción de la CCR de FE, fueron similares a las obtenidas en 
los animales controles sin tratar y no se detectaron diferencias en los parámetros de las 
curvas entre los grupos estudiados (Tabla 18).  
Tabla 18: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de relajación de 
diferentes agonistas  β: Isoprenalina, Salbutamol y SR58611A en ratas SHR de mediana (52 













Emax (%FE1) pEC50 n     Emax (%FE1) pEC50 n 
Control 80,9±10,0 6,41±0,45 3 70,2±3,5 5,00±0,62 4 
Carvedilol 90,9±3,7 6,57±0,31 5 89,7±2,9* 6,69±0,18* 5 
 
 SR 58611A 
Emax (%FE1) (1) pEC50 % (1) (2) pEC50 n 
Control 89,0±2,6 7,95±0,28  28,0±3,7 5,20±0,12 4 






Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por CCR1FE.  










Emax (%FE1) pEC50 n     Emax (%FE1) pEC50 n 
Control 85,3±7,43 6,24±0,17 3 83,1±6,8 5,47±0,62 3 
Propranolol 87,7 ±5,8 6,75 ± 0,21 4 84,2 ± 7,5 5,86±0,51 6 
 
 SR 58611A 
Emax (%FE1) (1) pEC50 % (1) (2) pEC50 n 
Control 86,7±1,6 8,27±0,30 29,0±4,1 5,53±0,12 3 






Figura 27: CCR de relajación de Isoprenalina (A, D), Salbutamol (B, E) y SR58611A (C, F) en aorta 
de rata SHR pretratadas con Carvedilol (A, B, C) o Propranolol (D, E, F). Los valores se expresan 
como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 18). *p<0.05 vs control (Test t de Student para 
muestras independientes). 
3.5.-Evaluación de la desensibilización   
3.5.1.-Desensibilización α1 mediada por NO 
Las CCR de FE consecutivas, CCR1 y CCR2, fueron similares tanto en el grupo 
control como en los tratados con carvedilol (Figura 28A) o propranolol (Figura 28B), lo 
que nos indica que la desensibilización mediada por AR α1A/NO y perdida con la edad, 
no se recupera tras el tratamiento con carvedilol o propranolol. 
 
Figura 28: Curvas concentración-respuesta de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en 
aorta de rata SHR pretratadas o no con Carvedilol  (A) o Propranolol (B).  Los valores se expresan 
como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 19).  
A  B  
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Tabla 19: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en aorta de ratas SHR tratadas con Carvedilol o Propranolol y 
sus respectivos controles. 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por CCR1FE.  
*p<0.05 vs CCR control (Test t de Student para muestras apareadas). 
3.5.2.-Desensibilización  α1 mediada por los AR β  
La desensibilización α1 heteróloga  (mediada por AR β) no se observó en ningún 
caso y así, tras la adición de isoprenalina (Figura 29A, 28D), salbutamol (Figura 29B, 29E) 
o SR58611A (Figura 29C, 298F) sobre la meseta de contracción de la CCR1 de FE, la 
segunda curva de contracción con FE no presentó cambios en el efecto máximo (Emax) ni 
en su potencia (pEC50) cuando la comparamos con su CCR1 de FE (Tabla 20) tanto en el 
grupo control como en el tratado con carvedilol o propranolol.   
SHR  CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%FE1) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Control 100 6,90±0,09 103,8±6,2 6,50±0,08 5 
Carvedilol 100 6,74±0,11 111,8±11,5 6,45±0,11 4 
 
 CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%FE1) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Control 100 6,81±0,15 102,8±19,5 6,46±0,32 3 






Figura 29: Curvas concentración-respuesta  de contracción consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en 
anillos de aorta de rata SHR de mediana (52 semanas) y avanzada edad (72 semanas). La CCR1 
de FE se relaja con diferentes agonistas β adrenérgicos: isoprenalina (A, D), salbutamol (B, E) y 
SR58611A (C, F).  Los valores se expresan como la media ± e.e.m. de n animales (ver Tabla 20).  
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Tabla 20: Parámetros obtenidos de las curvas concentración-respuesta de contracción 
consecutivas (CCR1 y CCR2) de FE en ratas SHR de mediana (52 semanas) y avanzada edad (72 
semanas). Sobre la CCR1 de FE se realizan CCR de relajación con diferentes agonistas β 
adrenérgicos: isoprenalina, salbutamol y SR58611A para analizar su efecto sobre la posterior 
CCR2 de FE. 
 
 
Los valores representan la media ± e.e.m. de n animales.  
pEC50: logaritmo negativo de la concentración molar del agonista que produce la mitad del Emax. 
Emax: efecto máximo expresado como % respecto a la contracción inducida por CCR1FE.  
*p<0.05 vs CCR control (Test t de Student para muestras apareadas). 
 
                     CONTROL 
SHR  
 
CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Tras Isoprenalina 100 6,660,28 100,817,8 6,490,23 5 
Tras Salbutamol 100 6,290,28 103,410,2 6,330,12 5 
Tras SR58611A 100 6,710,07 98,614,4 6,200,27 5 
                           CARVEDILOL 
 CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Tras Isoprenalina 100 6,390,28 92,412,7 6,520,12 5 
Tras Salbutamol 100 6,560,11 103,32,8 6,260,10 5 
Tras SR58611A 100 6,730,08 110,67,3 6,160,08 4 
                       CONTROL 
SHR  
 
CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Tras Isoprenalina 100 6,790,12 102,217,9 6,410,33 4 
Tras Salbutamol 100 6,680,16 85,610,1 6,990,25 4 
Tras SR58611A 100 6,670,19 94,420,2 6,310,40 4 
                           PROPRANOLOL 
 CCR1 FE  CCR2 FE 
Emax (%) pEC50     Emax (%FE1) pEC50 n 
Tras Isoprenalina 100 6,910,23 97,814,4 6,320,28 6 
Tras Salbutamol 100 6,810,10 83,711,5 6,600,28 6 
Tras SR58611A 100 6,880,16 109,217,8 6,500,25 5 
 DISCUSSION AND CONCLUSIONS 
  




1.-Activation of α1A-adrenoceptors desensitizes the response of 
rat aorta to phenylephrine through a nNOS pathway, a 
mechanism lost with ageing 
One of the main findings of the present Thesis is that endothelial nNOS exerts a 
modulatory role during repeated α1-AR vasoconstriction in aorta, but not in tail artery 
or mesenteric resistance artery. This effect is related to a higher nNOS expression and 
mediated by activation of the α1A-AR subtype. Experiments with aged animals indicate 
that the desensitization mechanism as well as the augmented nNOS expression 
disappears with ageing, resulting in greater vasoconstrictor responses to α1-AR agonists. 
The loss of this desensitization response observed in aged animals was accompanied by 
a significant decrease in the expression of α1A-AR in aorta and left ventricle (LV). In the 
explanted LV of heart failure patients, a decreased expression of α1A-ARs also occurs 
with ageing. Together these findings support the hypothesis that the α1A-AR subtype, 
through endothelial nNOS-derived NO, may act as a natural “brake” against the 
detrimental effects of excessive α1-AR-induced vasoconstriction. 
1.1.-Endothelial nNOS as a modulator of α1-AR induced contraction in 
aorta 
 Prolonged exposure of blood vessels to an α1-AR agonist up-regulates 
endothelium-mediated inhibitory mechanisms (Hiremath et al., 1991; Hu et al., 1994; 
Kamata and Makino, 1997; Gürdal et al., 2005) and increases the expression and activity 
of eNOS (Gürdal et al., 2005). The induction of eNOS expression had also been observed 
when vessels were activated by other vasoconstrictor agonists such as 5-HT, endothelin 
or angiotensin (Hu et al., 1994, Seasholtz et al., 1997; Gürdal et al., 2005), as well as 
when they were exposed to shear or mechanical stress and hemodynamic changes 
(Ohara et al., 1995; Ranjan et al., 1995; Xiao et al., 1997; Fleming and Busse, 2003; Jin et 
al., 2003). In addition, prolonged exposure (6 h) to phenylephrine decreases the 
response to subsequent addition of other vasoconstrictor agents as 5-HT (Hu et al., 
1994).  Therefore, the eNOS-mediated modulatory mechanism does not seem to 
depend specifically on α1-AR activation.  




In agreement with the above reported studies, we show that α1-AR 
vasoconstriction was reduced by previous exposure to α1-AR agonists in an endothelium 
and NO-dependent manner. Nevertheless, present study establishes differences 
compared to previous observations: 
i) The desensitization mechanism occurs earlier (30-60 min compared to 4-
6h following first exposure to high concentrations of an α1-AR agonist. 
ii)  It is dependent on specific and repeated α1-AR activation, as it is not 
present when vessels were stimulated with other vasoconstrictor 
agents. 
iii) Pre-exposure to phenylephrine does not modify the response to 
posterior addition of other vasoconstrictor agents as 5-HT. 
iv) It is present in aorta, but not in tail artery or mesenteric resistance artery. 
v) It involves an increased protein expression of nNOS accompanied by 
nNOS phosphorylation, with no changes in eNOS expression/function.  
The role of endothelial nNOS as a modulator of the α1-AR response and the 
desensitization mechanism is supported by the following experimental evidences: 
i. The desensitization mechanism was abolished either by endothelial removal 
or by selective nNOS inhibition with SMTC or TRIM, at concentrations not 
affecting eNOS activity.  
ii. The presence of nNOS in the aortic endothelial layer was confirmed by 
immunofluorescence, as previously described (Capettini et al., 2008; 
Lekontseva et al., 2012). 
iii. A slight increase in the vasoconstrictor response was observed when SMTC 
was added on top of the maximal contraction obtained during the first 
exposure to phenylephrine, indicating a minor role for nNOS-derived NO 
release. In contrast, when SMTC was added on top of the second CRC to 
phenylephrine, a larger increase in the vascular tone was observed 
suggesting a greater participation of nNOS-mediated NO release after 
agonist pre-exposure.  




iv. An increase in overall nNOS protein expression was detected in response to 
repeated α1-AR activation.  
v. It is known that phosphorylation at Ser1412, analogous to the Akt-dependent 
phosphorylation site of eNOS-Ser1177, enhances nNOS activity (Zhou and Zhu, 
2009). In aorta, α1-AR activation increased the level of the Ser 1412-
phosphorylated nNOS relative to that of the un-phosphorylated nNOS. 
1.2.-The α1A-adrenoceptor is the subtype involved in the desensitization 
process 
It is well known that among the three α1-AR subtypes present in aorta, the α1D is 
the main subtype involved in contractile responses, the α1A subtype participates with a 
minor role, whereas α1B-AR has not been implicated in the control of vascular tone so 
far (Flacco et al., 2013b). A selective α1D-AR antagonist (BMY 7378) did not affect, while 
a selective α1A-AR antagonist (5-methylurapidil) prevented, the desensitization process, 
suggesting that it is mediated by activation of the α1A-ARs.  
Carvedilol, a nonselective β blocker with α1B and α1D >> α1A-AR blocker activity, 
maintains the desensitization pathway mediated by α1A-AR/nNOS as BMY 7378 does. 
The α1A subtype needs higher concentrations of the agonist than the α1D subtype 
to be activated (Flacco et al., 2013b). Therefore, differences in sensitivity to agonists 
between subtypes reaffirm the hypothesis that the α1A-AR is the subtype responsible for 
desensitization, which only appears when high concentrations of the agonist are 
employed. 
These results functionally explain the interaction between α1A-AR and nNOS 
previously reported by other authors (Pupo and Minneman, 2002) and support the 
presence, in rat aorta, of a modulatory nNOS-dependent mechanism mediated by the 
minor α1A subtype, which attenuates vasoconstriction derived from significant 
concentrations of circulating cathecholamines. Ciccarelli et al., (2008) had previously 
reported that endothelial cells from rat aorta express α1A-AR (but not α1D-AR) which 
suggests that α1A-ARs directly regulate the activity of the endothelial nNOS. 




Finally, we investigated whether any of the signalling pathway described after 
α1-AR-activation are involved in the desensitization process, like PKC (Figueroa et. al., 
2009), ERK1/2 (Davel et. al., 2014) and/or PI3K (Queen and Ferro, 2006; Ciccarelli et. al., 
2007) activation. Following incubation with the selective inhibitors of these pathways, 
Ro 321-8245 (PKC inhibitor), U0126 (ERK1/2 inhibitor) or LY294002 (PI3K inhibitor) the 
desensitization process was not altered, excluding the participation of these pathways 
in the α1A-AR/nNOS mediated desensitization process. Furthermore, the desensitization 
remains in aorta treated with methyl-β-cyclodextrin (Mβcd), an agent that destroys the 
caveolaes, thus indicating that the interaction between α1A-AR and nNOS did not take 
place in these structures. 
1.3.-Influence of age on the α1A-AR/ nNOS-mediated desensitization  
Ageing is associated with vascular alterations that closely resemble those of 
hypertension. In fact, arterial changes in young hypertensive patients mimic those in old 
normotensive individuals and ageing may impact on the severity of vascular damage in 
hypertension, indicating close interactions between biological ageing and blood 
pressure elevation (Taddei et al., 1997; Harvey et al., 2015). As with ageing, 
experimental and human hypertension show a reduction in endothelium-dependent 
vasodilation, decreased NO bioavailability and NOS uncoupling (Harvey et al., 2015). 
Given this background, we extended our study to evaluate if the α1A-AR/ nNOS-
dependent desensitization mechanism was present in aortic rings from adult (32 weeks), 
middle-aged (52 weeks) and old (72 weeks) Wistar and SHR rats (Dal-Ros et al., 2012). 
Previous observations indicate a decrease in α1A-AR expression/function with 
ageing (Yono et al., 2006; Cao and Li, 2009). However, conflicting results have been 
reported for nNOS expression. In tissues such as rat cerebral cortex and cerebellum 
(Siles et al., 2002) and mouse mesenteric arteries (Jimenez-Altayo et al., 2013), mRNA 
levels for nNOS decline with ageing, whereas in rat aorta no change in nNOS levels was 
observed with ageing (Lekontseva et al., 2012).   
Our results in rat aorta agree with previous observations that indicate a decline 
of endothelial function, more evident in SHR animals, and a decrease in nNOS and α1A-




AR expression with age and extend the understanding of the functional consequences 
of these alterations. Indeed, in aorta from aged animals, the decreased expression of 
the α1A-AR subtype paralleled the gradual loss of desensitization. Therefore, the absence 
of α1A-AR/nNOS-mediated desensitization in aged vessels could be explained by the 
progressive decreased expression of the α1A-AR subtype. 
Similar age-dependent changes in the desensitization mechanism were observed 
in normotensive Wistar and SHR rats, indicating that ageing, but not hypertension, is 
associated with the loss of α1A-AR/ nNOS-mediated desensitization. 
The results obtained in rat aorta and LV could be translated to humans if we 
consider that in samples from the LV of heart failure patients, a significant and negative 
correlation was found between the expression of ADRA1A with age.  Therefore, we 
propose that a parallel and progressive loss in the desensitization mechanism mediated 
by α1A-AR could also be expected in the human cardiovascular system. In this regard, it 
is interesting to note that, in spite of the reduction in the expression of some ARs with 
age, a chronic increase in sympathetic nerve-mediated vascular tone in conduit arteries 
is associated with ageing in humans (Casey et al., 2012). This elevated vascular tone 
could be due, at least in part, to the loss of the modulatory mechanism mediated by the 
α1A-AR/nNOS pathway. 
  




2.-β-AR mediated vasodilatation as modulator of α1-AR 
mediated vasoconstriction: changes with age and hypertension 
2.1.-Consequences of the activation of β-AR subtypes in aorta 
 β-adrenoceptors (β-ARs) play a pivotal role in the regulation of cardiovascular 
activities. To date, three different β-AR subtypes have been described: β1, β2 and β3 
(Alexander et al., 2015) and all of them are present in the vasculature and cardiac muscle 
(Vanhoutte and Gao, 2013). One of the functions of vascular β-ARs is the regulation of 
blood pressure and vascular tone. Although the three subtypes have been implicated in 
the vasodilator response, the role of each β-AR varies according to the vascular bed, the 
species and the pre-contracting stimulus used (Guimaraes and Moura, 2001; Harvey et 
al., 2015). For long time it was thought that only β2-ARs, present in smooth muscle and 
endothelial cells (Flacco et al, 2013a; Perez-Aso et al., 2014), were responsible for 
catecholamine-mediated vasodilatation (Lands et al., 1967; Guimaraes and Moura, 
2001). However, several studies have shown that β1-ARs can also participate in blood 
vessel relaxation (O'Donnell and Wanstall, 1984; Graves and Poston, 1993) and recent 
evidences suggest that β1-ARs is the mainly responsible for vasorelaxation in mouse 
(Chruscinski et al., 2001) and rat mesenteric resistance arteries (Briones et al., 2005; 
Flacco et al., 2013a). In addition, the participation of β3-ARs in the vasorelaxant response 
has also been documented in some blood vessels, such as the rat carotid artery (Oriowo, 
1994), rat (Sooch and Marshall, 1997) and canine (Tagaya et al., 1999) pulmonary artery, 
the human internal mammary (Rozec et al., 2005) and placental (Rouget et al., 2006) 
arteries, and also in coronary microarteries (Dessy et al., 2005). Nevertheless, there have 
been conflicting reports on β3-ARs involvement in vasodilator responses in rat aorta. 
Thus, although presence of the β3-AR gene, protein expression and functionality has 
been described (Trochu et al., 1999; Rautureau et al., 2002; Oliver et al 2009; Flacco et 
al., 2013a), lack of a functional β3-AR response has also been reported (Brahmadevara 
et al., 2003, 2004). 
 Stimulation of adenylyl cyclase (AC) and, hence, cAMP formation in the vascular 
smooth muscle, is the prototypical signalling pathway of β-ARs (Murray, 1990; 
Vanhoutte and Gao, 2013).  Elevated cAMP conducts to PKA activation that, in smooth 




muscle cells, causes vasodilatation by reducing [Ca2+] and stimulating myosin light chain 
phosphatase (Guimaraes and Moura, 2001; Evans et al., 2010). The endothelial NO-
cGMP pathway has also been implicated in β-ARs-mediated vasodilatation and the 
presence of the different subtypes of β-ARs in endothelial cells was previously confirmed 
(Vanhoutte, 2001; Flacco et al., 2013a). Nevertheless, there is also evidence for and 
against the endothelium dependence of this response due to the variability between the 
species and the vascular bed; inconsistency was also found even in the same vessel. 
Thus, β-ARs-mediated relaxation has been described as being completely or partially 
endothelium-dependent in aorta from rat (Gray and Marshall, 1992; Brawley et al., 
2000; Ferro et al., 2004; Flacco et al., 2013a) and mouse (Akimoto et al., 2002), but also 
it has been described as totally endothelium-independent in rat aorta (Moncada et al., 
1991; Eckly et al., 1994; Satake et al., 1996). Conflicting results have also been reported 
in rat mesenteric resistance arteries, where we found that β-ARs-mediated 
vasodilatation was independent of endothelial NO (Briones et al., 2005; Flacco et al., 
2013b), while other authors showed NO-dependent relaxation (Graves and Poston, 
1993).  
 These studies have used different experimental approaches, which may 
contribute to the discrepancy of the results found and, more interestingly, none of them 
has envisaged the problem that changes in the function of the β-AR/NO pathway could 
be derived from ageing. Therefore, we analyze in the present Thesis, the relative 
contribution of the β-AR/NO signalling in the vasodilatory response of aorta, by focusing 
on changes that age induces in this activity. We study these changes in normotensive 
but also in hypertensive animals, where the vasodilatory activity mediated by the 
NO/cGMP pathway could be more compromised as has been described above. 
We have previously demonstrated that in rat aorta, the β2- and β3-ARs are 
localized in the endothelium and both subtypes, along with the β2-AR present in smooth 
muscle cells are coupled to the NO/cGMP pathway and play a prominent vasodilator 
role (Flacco et al., 2013a; Segura et al., 2013). The implication of NO in β2- and β3-ARs 
induced relaxation has also been reported by other authors (Ferro et al., 2004; 
Vanhoutte and Gao, 2013; Su, 2015).  




Our present results corroborated previous evidences about the role of NO on β-
AR mediated vasodilatation in aorta from young animals: inhibition of NOS by L-NAME 
significantly decreases the relaxation induced by isoprenaline (β1 and β2 agonist) 
salbutamol (β2 agonist) and the β3-AR agonists SR588116A and CL316243, without any 
significant effect on the vasodilatation induced by dobutamine, a selective β1 agonist. 
These results support the participation of the NO pathway in the relaxation of rat aorta 
mediated by β2- and β3-, but not β1-ARs. 
Ongoing the study of α1-AR desensitization, we further analyzed in the present 
Thesis whether the activation of β-AR could produce a heterologous desensitization of 
the α1-AR. Previous results obtained in our laboratory pointed to a desensitization of α1-
AR after addition of β-AR agonists, isoprenaline, dobutamine and salbutamol in the rat 
aorta (Segura et al., 2013).  
Present results showed that after performing a concentration response curve of 
the β-agonists, isoprenaline, dobutamine and salbutamol, the addition of increasing 
cumulative concentrations of Phenylephrine, resulted in a marked decrease in the Emax, 
similar to what happened when we performed the same protocol but without adding 
the β-AR agonist (α1A-AR/nNOS-mediated desensitization). In order to determine the 
participation of NO in this process, we also performed the same experimental procedure 
in the presence of L-NAME. We found that, unlike the α1A-AR/nNOS-mediated 
desensitization, the inhibition of the NO synthesis did not abolish the desensitization 
mediated by activation of β-ARs: in the presence of L-NAME, after the activation of the 
β1-AR with dobutamine and to a lesser extent of the β2-AR with salbutamol, a small shift 
to the right of the second phenylephrine concentration-response curve was observed, 
which we can interpret as a mechanism of heterologous desensitization independent of 
NO. In the case of the addition of the β3-AR, this heterologous desensitization was more 
marked and leads to a significant decrease of the Emax of the second concentration-
response curve to phenylephrine. The desensitization mediated by the β3 subtype was 
observed with the two agonists tested, SR588116A and CL316243. According to these 
results, the β3-AR in the aorta exerts a double modulatory action on vascular tone: i) 
directly through a vasodilatatory activity mainly mediated by NO release, which was 
smaller than that induced by the other two subtypes of β-ARs, ii) indirectly, through a 




process of heterologous desensitization which was independent of NO and more 
marked than that induced by the other two subtypes. 
Future work will determine the mechanisms and pathways involved in this 
process. 
2.2-. Changes in the β AR activity derived from ageing and hypertension 
 Previous experimental findings documented a decreased β-AR mediated 
vasorelaxation with ageing (Santulli and Iaccarino, 2013). Indeed, younger individuals 
are more responsive than elderly subjects to isoproterenol-induced increases in blood 
flow in the brachial artery (Santulli and Iaccarino, 2013). Concerning the molecular 
mechanisms, the age-linked decrease in β-AR-mediated relaxation has been proposed 
to be due to decreased receptor density, less efficient coupling to adenylate cyclase, or 
attenuated activation of downstream components (Santulli and Iaccarino, 2013) but we 
proposed that could also be related to changes in NO production and/or bioavailability.  
In fact, ageing is accompanied by complex structural and functional 
modifications of the vasculature, leading to dysfunction of both the endothelium and 
smooth muscle cells, and aged endothelial cells are associated with a decreased NO 
synthesis (Moritoki et al., 1986; Vanhoutte et al., 2016) and also with minor sensitivity 
to agonist and mechanic stimuli that promote eNOS expression and/or function (Chou 
et al., 1998; Siles et al., 2002; Tanabe et al., 2003; Csiszar, 2009; Zanetti et al., 2010; 
Gong et al., 2014). Therefore, the endothelial function is gradually compromised with 
ageing in rats (Harvey et al., 2015; Vanhoutte et al., 2016) and human (Taddei et al., 
1995) as has been described above and present results confirm. 
This problem could become more evident in pathological conditions such as HTA, 
where the endothelial dysfunction can deeply alter vascular tone. Animal data indicate 
that ageing and hypertension are associated with impaired endothelium-dependent 
relaxations caused by decreased NO pathway and raised production of ROS (reactive 
oxygen species) (Vanhoutte et al., 2010). In the same way, an impaired endothelium-
dependent vasorelaxation has been observed in patients with essential hypertension 
(Su et al., 2015). 




 In the present Thesis, a slight decline of aortic endothelial function (determined 
by the relaxant response to acetylcholine) has been observed in aged Wistar rats and, 
more evidently, in SHR animals. This endothelial dysfunction may affect the vasorelaxant 
activity exhibited by β2 and β3-ARs, which our previous (Flacco et al., 2013a) and present 
results showed that acts through endothelial NO-release.  In order to confirm this 
hypothesis, we analyzed the vasodilatory activity of isoprenaline, salbutamol and SR 
588116A in aorta from aged Wistar and SHR animals (52 and 72 weeks old rats) and the 
results obtained indicated that: i) a significant decrease in the vasodilatation induced by 
isoprenaline and salbutamol was observed in aged compared to young Wistar and SHR 
animals; ii) decreased β3 induced vasodilatation was observed only in aged SHR but not 
in Wistar rats.  
 According to these results, a close relationship exists between decreased NO 
availability and the decreased activity of β3-AR, located in the endothelium. Based on 
this relationship, an impaired β3-mediated vasodilatation was observed when a 
significant endothelial dysfunction take place, as occurs in aged SHR animals, but not 
when only a slight dysfunction was present as occurs in aged Wistar rats. However, the 
age-dependent decrease in the vasodilatation mediated by the β2-ARs, located in both, 
the endothelial and the muscular layers, was not entirely dependent on endothelial 
dysfunction and could be related to additional mechanisms as decreased receptor 
density, less efficient coupling to adenylate cyclase, or attenuated activation of 
downstream components (Santulli and Iaccarino, 2013).  For this reason, a similar 
decrease of β2-mediated vasodilatation was observed in aged Wistar rats, where a slight 
endothelial dysfunction was found, and in SHR animals, where endothelial modulation 
was markedly impaired.  An open question could be the mechanism of this decrease in 
β2-AR activity observed in aged Wistar and SHR animals. 
 In parallel to the decreased relaxant response of β-AR with ageing, we observed 
a decrease in the β3-mediated heterologous desensitization of α1-AR previously 
described that is more marked in SHR animals (52 and 72 weeks old) where this 
desensitization disappears.  




 Therefore, ageing decreases the desensitization mechanism mediated by 
α1A/nNOS pathway, but also the additional β3-AR mediated desensitization. The loss of 
these modulatory mechanisms could have important implications in the alterations of 
the adrenergic tone in cardiovascular pathologies associated to ageing. 
  




3-.Chronic treatment with carvedilol in aged SHR animals 
restored the β-AR relaxation and the endothelium function 
Carvedilol is a third generation β blocker with additional activity at the α1-
adrenoceptors, which has been approved for the treatment of hypertension, chronic 
heart failure and left ventricular dysfunction following myocardial infarction. In addition, 
this drug is commonly used in the treatment of portal hypertension.  
In hypertensive patients, carvedilol lowers blood pressure, heart rate, and 
peripheral vascular resistance, with minimal effect on cardiac output. These effects are 
markedly different than those of non-vasodilatory beta blockers as metoprolol, which 
lowered blood pressure, heart rate and cardiac output, while systemic and regional 
resistances were actually increased (Weber et al., 1998). Compared with metoprolol, 
carvedilol significantly reduced new-onset diabetes mellitus, improved insulin 
sensitivity, decreased triglycerides and caused less weight gain (Di Nicolantonio et al., 
2012). Additionally, microalbuminuria, as a surrogate marker for endothelial function, 
occurred less often in hypertensive patients receiving carvedilol versus metoprolol (Di 
Nicolantonio et al., 2012). 
The appreciation that chronic stimulation of β-ARs likely contributes to the 
pathogenesis of heart failure (Lefkowitz et al., 2000) has led to the use of β-blockers to 
competitively inhibit the harmful effects of chronic catecholamine stimulation. 
Carvedilol has been shown to reduce mortality or the combined endpoint of mortality 
and hospitalization in studies involving patients with mild, moderate or severe heart 
failure. A recent network meta-analysis comparing carvedilol, atenolol, metoprolol, 
bucindolol, bisoprolol and nebivolol indicated that carvedilol showed the greatest 
reduction in mortality and the best tolerability (lowest pooled discontinuation rates) 
versus the other five beta blockers (Chatterjee et al., 2013)).  
The first line pharmacological therapy in portal hypertension is therapy with non-
selective beta blockers. They decrease portal pressure through a reduction in portal 
venous inflow as a result of decreased cardiac output (β1-AR mediated) and splanchnic 
blood flow (β2-AR mediated). Carvedilol has shown to be a promising therapy in the 




treatment of portal hypertension in cirrhotic patients, and appears to be more effective 
than propranolol (Wani et al., 2017). 
The mechanism of action of carvedilol differs from the other beta-blockers and 
this would explain its therapeutic success. Carvedilol is a non-selective β-blocker with 
similar affinity for β1-, β2- and β3-AR subtypes, differing from other non-selective 
antagonists as propranolol, which exhibit a range of affinity of β2 = β1 > β3 (Hoffman et 
al., 2004; Baker 2005). Carvedilol possesses also α1-AR blocker activity (Bristow et al., 
1992), but its affinity for the three α1-adrenoceptor subtypes is not the same, being the 
rank order α1B = α1D > α1A (Koshimizu et al., 2004). This α1-AR antagonism could explain 
the vasodilator activity of carvedilol that may be also due to stimulation of NO release 
(Afonso et al., 2006; Kozlowski et al., 2006) or improved NO availability derived from its 
antioxidant properties (Yue et al., 1992; 1993; Book, 2002; Stroe et al., 2004).  
Classically, β-ARs couple through Gαs to activate adenylate cyclase, increase 
intracellular levels of cAMP and activate PKA, but this primary wave of signalling is 
accompanied by other β-receptor interactions, leading to desensitization of the initial 
response (mediated by PKA- and/or GRKs- phosphorylation of β-ARs, followed by β-
arrestin mediated internalization) and activation of non-canonical G-protein 
independent signaling pathways including β-arrestin dependent phosphorylation of 
MAPK as ERK 1/2 or p-38 (Lefkovitz et al., 2002; Evans et al., 2010; Perez-Aso et al., 
2013). In this context, among other clinically relevant β-blockers, carvedilol displays a 
unique signaling profile at β1-and β2-ARs, exhibiting a negative efficacy for Gs-dependent 
adenylate cyclase activation, but positive efficacy for β-arrestin-dependent ERK 1/2 
activation mediated by the β1- (Kim et al., 2008) and the β2-ARs (Wisler et al., 2007). 
Then, carvedilol is a β-arrestin-biased β-AR ligand, which activates cellular pathways 
independent of G-protein signaling, a concept known as biased signaling (Park et al., 
2016). 
The peculiar pharmacological profile of carvedilol could explain the therapeutic 
success of this drug, providing possible mechanisms for differences in clinical efficacies 
observed with carvedilol compared to the other beta blockers.  Therefore, one of the 
objectives of the present Thesis was to analyze the mechanisms involved in carvedilol 




activity on vessels. With this purpose, we determined the consequences on vascular 
responses of a chronic treatment with carvedilol on aged hypertensive animals, in which 
a decreased vasodilation to β2- and β3-AR together to a marked endothelial dysfunction 
has been previously described. We compare the vascular responses of aorta from aged 
SHR animals treated with carvedilol, to that obtained in aorta from animals under a 
similar treatment with a non-selective beta blocker of first generation: propranolol.   
We determined that carvedilol and propranolol treatments evoked similar 
changes in arterial pressure in aged SHR animals, but different results were observed 
with each treatment in the modulation of the vascular tone.  
We analyzed if the treatment with β blockers (carvedilol or propranolol) modifies 
the contractile response to α1-AR stimulation and the results show that there are no 
differences in the parameters of CRC to phenylephrine between the treated and control 
groups. Nevertheless, treatment with carvedilol, but not with propranolol, reversed the 
impairment of β2- and β3-ARs vasodilation described in aged SHR rats, and a significant 
increase in salbutamol- and SR588116A-induced vasodilation in the group of SHR rats 
treated with carvedilol was observed. Taking account that, as previously demonstrated, 
the relaxant response mediated by β2- β3-AR depends on NO release, we hypothesized 
that the increase in carvedilol-mediated vasodilation could be related to its ability to 
promote NO liberation (Kurosaki et al., 2000) or to increase NO availability (Nishioka et 
al., 2007). Therefore, we tested in these same vessels of rats treated with carvedilol or 
propranolol, the relaxant effect of acetylcholine, which activates eNOS, and sodium 
nitroprusside, which releases NO directly. Our present data shows that long-term 
treatment with carvedilol, but not propranolol, significantly ameliorates acetylcholine- 
and sodium nitroprusside induced relaxations in isolated aorta from aged hypertensive 
rats. The improvement in the NO mediated vasodilatation was much more evident when 
NO was endogenously released by acetylcholine, than when NO was exogenously 
administered (nitroprusside). Therefore, according to our results, chronic carvedilol 
treatment improves NO release from eNOS activation in a major extent that it increases 
NO availability and these observations supports the hypothesis that carvedilol 
treatment recovers the function of endothelium, pathologically altered by hypertension.  




In fact, it has been previously shown that carvedilol improves endothelium-
dependent responses in patients with essential hypertension (Zepeda et al., 2012) and 
the combination of carvedilol with ACE inhibitors (del inglés Angiotensin Converting 
Enzyme inhibitor) produces more beneficial effects on endothelial function that each 
drug alone in hypertensive patients with obesity (Su, 2015). Thus, carvedilol could be a 
suitable tool for the treatment of endothelial dysfunction associated with hypertension, 
atherosclerosis and age (Su, 2015).  
Another question to be resolved was the activity of carvedilol on the 
desensitization mechanisms mediated by α1A and β-ARs which disappears with age in 
SHR animals. The direct activity of carvedilol on α1A-mediated desensitization has been 
previously described: due to its selective affinity for α1B and α1D vs α1A ARs, carvedilol 
did not affect the desensitization of the α1-AR response mediated by α1A/nNOS pathway 
in aorta. However, in aged rats, chronic treatment with carvedilol did not restores these 
desensitization mechanisms, which depends on a decrease in the α1A-AR expression, nor 
the desensitization process NO-independent and mediated by β-ARs.  
Limitations of the study: 
Chronic treatment with Carvedilol was performed in 52 weeks old SHR animals, 
while chronic treatment with propranolol was performed in 72-week-old SHRs. Although 
this difference could bias the interpretation of the results obtained with the β-blockers, 
it is important to point out that in both groups of SHR animals, alterations of blood 
pressure and endothelial function were similar, and the 72-weeks old rats did not exhibit 











4.-Conclusions and implications 
The present results provide evidence of the importance of the modulatory α1A-
AR/nNOS pathway in aorta where the α1D-AR subtype, sensitive to low levels of 
circulating catecholamines (Flacco et al., 2013b), is primarily responsible for α1-AR-
mediated vasoconstriction. In this vessel, the α1A-AR subtype, located in endothelial cells 
(Cicarelli et al., 2008), regulates a nNOS-dependent desensitization pathway that 
potentially attenuates vasoconstriction during excessive (intense or sustained) 
stimulation by circulating catecholamines. This mechanism of desensitization in aorta, 
together to a NO-independent mechanism mediated by β-ARs, could be important as 
they might prevent significant increases in cardiac afterload on the LV. In this way, the 
loss of the desensitization observed in aged rats, if extrapolated to humans, would result 
in an increased afterload on the LV, explaining the larger increases in systolic blood 
pressure produced by phenylephrine in older compared to younger normotensives 
patients (White et al., 1999; Madden et al., 2003). Therefore, the loss of these 
modulatory mechanisms could have important implications in the alterations of the 
adrenergic tone in cardiovascular pathologies associated to age, specially, if we consider 
that plasma noradrenaline concentrations are elevated in elderly subjects due to a 
combination of augmented noradrenaline spillover and reduced metabolic clearance 
(Moore et al., 2003). Carvedilol, a nonselective β blocker with α1B and α1D >> α1A blocker 
activity, could maintain the desensitization pathway mediated by α1A/nNOS in young 
animals, but it did not prevent the loss of this mechanism with age. 
Further research is needed to confirm the contribution and clinical significance 
of the desensitization pathway in the cardio-protective activity exhibited by the α1A-AR 
(Huang et al., 2007; O’Connell et al., 2013; Jensen et al., 2014) and β3-AR subtypes 
(Moens et al., 2010;  Gauthier et al., 2011). 
In addition, the present study validates the beneficial therapeutic effect of 
carvedilol against propranolol since chronic treatment with carvedilol has been shown 
to restore endothelial function and β2- β3-AR mediated vasorelaxation in aged 
hypertensive animals, in which these functions were decreased. 
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